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Untersuchungen iiber die Gallensduren 
LVII. Mitteilung 
Uber die Trennung der Inhaltsstoffe der Rindergalle 


Von 
Heinrich Wieland und Walter Seibert’) 
(Unter Mitarbeit von Mutsuo Heki) 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9, September 1939) 


I. Die Trennung der Oxycholanséuren 


Es gibt bis jetzt keine befriedigende Methode, um die beiden 
wichtigsten Gallensiiuren, die Cholsiure und die Desoxy- 
cholsiure, quantitativ voneinander zu trennen. Die Fallbarkeit 
der Desoxycholsiure als schwer lésliches Bariumsalz ldést die 
Aufgabe deshalb nur unvollkommen, weil sich die Léslichkeit des 
Desoxycholats bei Gegenwart von Cholat betrichtlich erhdéht. 
Auch die Abtrennung der Desoxycholsiure von Cholsiure vermége 
ihrer gréBeren Léslichkeit in Alkohol stellt ein unzureichendes 
Verfahren dar. Diese beiden Méglichkeiten, die dem Ziel der 
Trennung bei einem Gemisch der reinen Sauren noch am nachsten 
kommen, versagen fast ganz, wenn es sich um die priparative 
Aufarbeitung der Rohsiuren aus der Verseifung von Rindergalle 
handelt. Infolgedessen sind die bisher vorliegenden Angaben iiber 
den Gehalt der Rindergalle an den beiden hauptsichlichsten 
Gallensiuren stark schwankend und ungenau, und ihre Isolierung 
li8t in priiparativer Hinsicht viel zu wiinschen iibrig. 

Bei der Bedeutung, die einer guten analytischen Methode 
zur Trennung der beiden Gallensiuren zukommt, sind schon viele 
dahin zielende Versuche im hiesigen Laboratorium unternommen 
worden. Wir haben jetzt ein brauckbares Verfahren gefunden. 

Hs hat sich gezeigt, daB die Oxy-cholansiuren deutlich 
ausgeprigten basischen Charakter besitzen, der durch die 





1) Dissertation Universitit Miinchen 1939. 
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alkoholischen OH-Gruppen bedingt ist). Dieser basische Charakte; 


geht parallel mit der Anzahl der Hydroxyle. So laBt sich Chol. 

siure durch wiederholtes Ausschiitteln mit 15°/iger wiibriger 
Salzsiure ihrer Atherlésung vollstindig entziehen. Desoxy. 

cholsaiure und die mit ihr isomere Anthropo- desoxycholsiure 
(3,7- Dioxycholansiure) bleiben unter den gleichen Bedingungen 
so gut wie vollstiindig im Ather. Damit erméglicht sich eine 
einfache und praktisch quantitative Trennung der Trioxy-cholan- 
siure von den beiden Dioxy-cholansiuren. 

Bei Anwendung von 25°/, iger Salzsiure werden auch die 
beiden Desoxycholsiuren dem Ather entzogen, wihrend Litho. 
cholsaure (3-Oxy-cholansiure) kaum, Cholansaure selbst iiberhaupt 
nicht in die waBrige Saure iibergehen. 

Wir haben dies Verfahren benutzt, um eine méglichst quanti- 
tative Bestimmung der Inhaltsstoffe der verseiften Rindergalle 
durchzufiihren, da wir jetzt die Bestandteile, die die weitgehende 
Aufteilung vereitelten, Cholsiure und die beiden Dioxy-cholan- 
siuren, glatt von den iibrigen Siuren abtrennen kénnen. 

Wir bringen zuerst einige Belegversuche fiir die Brauchbarkeit 
des Trennungsverfahrens und fiir seine Ausfihrung. 


1. Versuch (M. H.). 0,3 g Cholsiure und 0,2 g Desoxycholsiure, beide 
aus Ather umkrystallisiert, warden in wenig verdiinntem Ammoniak gelist; 
die Lisung wurde unter 150—200 cem Ather angesiuert und beide Siuren 
quantitativ in atherische Lésung gebracht. Man schiittelte nun diese Loésung 
5mal mit je 50cem 15°/,iger Salzsiure, die zuvor mit Ather gesiittigt 
war, aus und stellte fest, da& beim letztenmal keine Siure mehr aut- 
genommen worden war. Die vereinigten salzsauren Ausziige wurden unter 
AuBenkiihlung mit Eis langsam und vorsichtig mit soviel starker Natron- 
lauge versetzt, daB die Reaktion noch gut kongosauer blieb. Die Cholsiiure, 
die zum Teil direkt auskrystallisiert, wurde in Ather aufgenommen, die 
krystallisierten Anteile dadurch, daf man sie in wenig Ammoniak liste und 
die Lésung wie oben unter Ather ansiiuerte. Dann trocknete man die Ather- 
lésung mit gegliihtem Natriumsulfat und dampfte sie in einem tariertem 
Koélbchen ein. Man erhielt 0,28 g (anstatt 0,3 g) Cholsiure, die nach der 
Entfernung des Krystallathers i im Vakuum den richtigen Schmelzpunkt hatte. 

Die mit 15 °/,iger Salsiure ausgeschiittelte Atherlésung wurde 4 mal 
mit dthergesittigter 25 °/,iger Salzsiiure ausgezogen, die vereinigten Ausziig¢ 
wurden genau wie oben weiter behandelt. Man erhielt 0,18 g (anstatt 0,2 g) 
Desoxycholsiéure, die sofort krystallisierte und den Schmelzpunkt der 
anfangs eingesetzten Sidure besab. 

2. Versuch (W.S.). Je 1,0 g reinster, aus feuchtem Ather aus: 
krystallisierter Cholsiure und Desoxycholsiure wurden iiber die wibBrige 





') Eine kurze Bemerkung iiber diese Eigenschaft ist schon in der 
56. Mitteilung, Diese Z. 244, 202 (1936), gemacht worden. 
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NH,-Salz-Lisung wie oben in Ather gebracht, die Atherlésung wurde 


7 mal mit je 250 ccm 15 °/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. In der gleichen 
Weise wie bei Versuch 1 wurden aus den vereinigten Ausziigen 1,029 g 


| yeine itherhaltige Cholsiure isoliert, wihrend im Ather 0,965 g Desoxy- 


cholsiiure zuriickblieben. 


Die beidenVersuche bestatigen die Brauchbarkeit des Trennungs- 
verfabrens. Der zweite zeigt auBerdem, daB auch bei sehr hiufigem 


| Ausschiitteln einer atherischen Desoxycholsiurelésung mit jeweils 


croBen Mengen 15 °/,iger Salzsiiure (250 ccm) die Desoxycholsiure 


so gut wie vollstindig im Ather bleibt. 


Lithocholsaiure (3-Oxycholansiure) wird durch 25 °/,ige 
Salzsiiure in noch geringerem Verhiltnis aufgenommen als Des- 
oxycholsiiure von der 15 °/,igen. 

Die Ester von Cholsiure und Desoxycholsiure lassen sich 


' durch entsprechend konzentrierte Salzsiure ebenfalls aus ihrer 


itherischen Lésung herausholen, iiberraschenderweise aber viel 
langsamer als die Siuren selbst. Dadurch kénnte angedeutet 
werden, daB der Vorgang der Salzsdureextraktion sich nicht allein 
auf die Basizitit dés Substrats, auf die Bildung wasserléslicher 
Oxoniumsalze griindet, sondern daB auch ihr Léslichkeitsverhiltnis 
zwischen Ather und athergesiittigter Salzsiure dabei eine Rolle spielt. 


Je 0,5 g Cholsiiure und Cholsiiureiithylester in je 300 cem Ather wurden 
mit 200 cem 15 °/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt. Die in die Salzsiiure ge- 
gangenen Anteile wurden in der iiblichen Weise isoliert. Im einen Fall 
erhielt man 0,33 g Cholséure, im andern nur 0,08 g Ester. 


Da8B in diesen Werten nicht allein der Verteilungsquotient 
Ather : athergesittigter Salzsiiure zum Ausdruck kommt, ist schon 
deshalb sicher, weil er nicht nur fiir die Siure, sondern auch fiir 
den Ester viel zu klein wire. DaB weitaus vorwiegend ein salz- 
bildender Effekt die Ursache der Trennungsreaktion darstellt, 


| ergibt sich schon grundsiitzlich aus ihrer Tauglichkeit, besonders 


deutlich aus dem oben angefiihrten Versuch 2, der eine Auf- 
teilung von Desoxycholsiure zwischen den beiden Phasen so gut 
wie vollstindig vermissen laBt. 

Ferner laBt sich Cholséure auch aus Essigester mit 40°/)iger 
wabriger Schwefelsiure ausschiitteln; hierbei ist die Aufnahme des 
organischen Lésungsmittels durch die wabrige Phase weit geringer 
als beim Ather. 

Besonders iiberzeugend fiir die ,,Basizitat“ der Oxycholan- 
siuren ist folgender Versuch. Bei 2stiindigem Schiitteln von 


fester, gepulverter Cholsdure mit 100 ccm itherfreier 15 °/, iger 
1 * 
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A 
=x 


wiBriger Salzsiure wurden 0,135 g Cholsiure gelést. 100 cen 
Wasser lésen aber unter den gleichen Bedingungen nur 0,025 ¢ 
Cholsiure. 

Ks ist bemerkenswert, dai die Aciditiit der Oxycholansiurey 
der von uns festgestellten ,,Basizitit“ parallel geht. Die Aciditit 
nimmt in der Reihenfolge Cholsiure, Desoxycholsiure, Lithochol- 
siiure, Cholansiure ab. Auf diese Abstufung griindet sich ei 
Trennungsverfahren, das bei den Arbeiten im hiesigen Labora. 
torium schon seit Jahren benutzt wird und das darauf beruht, 
da8 man die Atherlésungen von Gallensiiuren fraktioniert mi 
Bicarbonat, Carbonat und Alkalilauge ausschiittelt. Auch be 
Verwendung von Phosphatpuffer zunehmender Basizitit wird die 
obige Reihenfolge eingehalten. Dieses Verfahren hat priparatiy 
hiufig gute Dienste geleistet; zur quantitativen Trennung der 
Gallensiuren ist es aber nicht geeignet, da zwischen den einzelnen 
Fraktionen keine scharfen Grenzen bestehen, und da gerade die 
gallensauren Salze im Sinne des .,Choleinsiureprinzips“ die Lis. 
lichkeiten aller Bestandteile des Siuregemischs stark beeinflussen, 


II. Die Aufarbeitung der Bestandteile der Rindergalle 


Das beschriebene Trennungsverfahren hat fiir die Unter- 
suchung der Gallenbestandteile aus zwei Griinden besonderes 
Interesse. Einmal besteht jetzt die Méglichkeit, den Gehalt von 
verseifter Galle — nicht nur von Rindergalle — an Oxycholan- 
siuren mit befriedigender Genauigkeit zu ermitteln. Dann aber 
eréfinet sich die Aussicht, die priparative Aufteilung des Rob- 
gallensiuregemischs durch die Abtrennung der die Léslichkeits- 
verhiltnisse der EKinzelbestandteile so ungemein stark stérenden 
Oxycholansiiuren soweit zu férdern, da8 man iiber spurenweise 
vorkommende ,,Nebensiiuren“, die auf dem Arbeitsgebiet di 
und dort schon aufgetaucht waren, niheres erfahren konnte. Eine 
dieser Nebensiiuren, die Sapocholsiiure ist bereits vor einiger Zeit 
beschrieben worden’), 

Kine besondere Bedeutung kommt der Abscheidung der i 
reichlicher Menge in der Galle vorhandenen Fettsaiuren zu, die 
ihrerseits infolge ihres grofen Liésungsvermégens Gallensiuren. 
wie auch die andern Begleitsiiuren hartnickig festhalten. Auch 
fiir die Uberwindung dieser Schwierigkeiten hat sich die neue 
Methode gut bewihrt. Sie erlaubt hier allerdings, wenigstens fir 


1) H. Wieland u. G. Hanke, Diese Z. 241, 93 (1986). 
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0 conf die Dioxycholansiiuren, nicht die gleich scharfe Abtrennung, wie 
,025 off. bei fettsiiurefreiem Material, ein Anzeichen dafiir, daB das Léslich- 


i keitsverhiltnis — in diesem Fall haben wir Ather—Fettsiure 
iurey [ee gegen waBrige Salzsiure — auf den Trennungsefiekt nicht ohne 


iditi: ) EinfluB ist. Diese Feststellung bezieht sich indes nur auf fett- 
ochol. : siurereiche Gemische, von denen spiiter noch die Rede sein wird. 
h eine Wir beschreiben zuerst den Trennungsgang fiir die wasser- 
‘bors. & unldslichen Bestandteile von verseifter Rindergalle. 

~ Zehn Liter frischer Wintergalle wurden in der bekannten 


eruht, fh 

t mit[e Weise mit Kalilauge verseift. Die ausgefillten Rohsiuren wurden 
h bef gut ausgewaschen und bis zum konstanten Gewicht, zuerst an der 
d die Luft, dann im Trockenschrank getrocknet. Ks waren 598 g mit 


aratir einem Aschegehalt (KCl) von 4,5°/,, nach dem Abzug also 570 g. 
y der ‘ Um die Hauptmenge an Cholsiiure zur Krystallisation zu 
elney @ bringen, wurden die Rohséuren mit '/, Liter Alkohol einige Tage 
e die unter hiiufigem Umschiitteln in der Kilte in Beriihrung gelassen, 
Lés- © dann wurde die krystallisierte Siure scharf abgesaugt, mit Alkohol 
' gewaschen und an der Luft bis zur Konstanz getrocknet. Krhalten 


SSCL. 

| wurden 375 g krystallalkoholhaltiger Siure. 

; Diese Rohcholsiure enthalt noch ansehnliche Mengen von 
nter. | Choleins&iure und von freien Fettsiuren. 
Jeres (ae Um den Gehalt an Desoxycholsiure zu bestimmen, wurden 
vor & Zwei Wege eingeschlagen. 
dlan- 4 Einmal wurden 110 g der Rohcholsiiure mehrere Stunden aus der 
aber @ Hiilse mit Xylol extrahiert. Die bei dieser Behandlung abgespaltenen Fett- 
Rob: siuren blieben in Xylol gelést, wihrend die gebildete Xylol-choleinsiure 
_. ——& zusammen mit Cholsiure teilweise auskrystallisierte oder in der Hiilse zuriick- 
ets:  blieb. Aus den Xylolmutterlaugen wurde das Lésungsmittel mit Wasser- 
nden P dampf entfernt und der Riickstand mit Petrolither von Fettsiiuren befreit. 


reise [F Die Xylol-choleinsiure wurde in Alkali gelést und unter Luftdurchleiten 
da ff gekocht. Dabei geht das Xylol mit dem Wasserdampf gréBtenteils fort’). 
Bias _ Die zuriickbleibende Cholsiure und Desoxycholsiure wurden nach der Salz- 
. |e siuremethode getrennt. 

Zeit ' _ Bei dem zweiten Verfahren wurden 10 g tiber die Ammoniumsalze in 
: Ather gelést und mit 15°/,iger und 25°/,iger Salzsiure behandelt. Die 
- ip Fettsiuren blieben im Restither. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse bei 
ain - beiden Methoden war befriedigend. 


rel, B Ks wurden 2,73°/, Fettsiuren und 9,7°/, Desoxycholsiure 
uch gefunden, oder auf die Gesamtmenge von 375 g umgerechnet: 10,2 g 
eueP Fettsiuren und 36,2 g Desoxycholsiure. Der Gehalt an reiner 
fir fF) Cholsiure betragt daher 328,6 g. 











) Wieland u. Sorge, Diese Z. 97, 23 (1916). 
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Die alkoholischen Mutterlaugen von der Rohchoisiiure Byic te 
wurden auf '/, ihres Volumens eingeengt. Da sich in ihnen Estey (jisuns 
befinden, die durch die den Rohsiuren anhaftenden Spuren yon 
Salzsiure entstanden sind, wurde zu deren Verseifung einige 
Stunden mit 10°/,iger Kalilauge gekocht, unter gleichzeitiger Ver. 
dampfung des Alkohols. Die vom Alkohol befreiten Kalisalze 
werden unter 11/, Liter Ather bei gleichzeitiger Kiihlung angesiiuert, 
das Ungeléste wird erneut in Ammoniak gelést und die freier 
Siuren werden wieder mit der gleichen Menge Ather ausgeschiittelt, 
Diese Prozedur wird noch 2mal wiederholt, mit dem Erfolg, da 
zum Schlu8B 17 g eines dunklen Harzes von zerstértem Gallen. 
farbstoff unléslich zuriickbleiben. 





Die Atherlésungen werden eingeengt — manchmal xrystalli. 
sierte dabei reine Cholsiure aus — und 10mal mit je 500 cem 






15°/ iger athergesittigter Salzsiure ausgeschiittelt. Man trennte 
SO 110 g krystallisierter Cholsiure ab. 

Beim Einengen der ausgeschiittelten Atherlésung krystalli- 
sierten 29,8 g Choleinsiure aus. 


pgeno: 


)Siiure 

Eine erneute Priifung auf den Ubergang in 15 °/,ige Salzsiiure erga), J iberg 

daB aus dem verbleibenden Ather von 500 cem Salzsiure nur noch 0,13 ¢ JB halter 
Siiture — im wesentlichen wobl Desoxycholsiure — herausgeholt wurden § einigt 


Es folgte die Extraktion der Dioxycholansauren mit e ; 
25 °/,iger Salzsiure, die durch 4 Liter zu je 500 ccm bewerkstellig: & ai; 


wurde. F gesch 
» wonn 
Simtliche salzsauren Ausziige (auch die mit 15 °/,iger Salzsiure) wurden J ...__., 


mit wenig frischem Ather nachgeschiittelt. Nach Abstumpfen der Ausziige © befan 
mit Kaliumearbonat und Trocknen der dabei ausgeschiedenen Atherlésung j ecrin 
krystallisierten 9,4 g Desoxycholsiure aus. Der nicht krystallisierende § .. .), 
Rest, vermehrt um eine kleine Menge an Dioxycholansiiuren, die nach Entfer # B Sales: 
nung der Fettsiuren gewonnen wurden (vgl. unten), betrug 20,7g. Diese 20,72 : 

Rohprodukt lieBen sich zu 75°/, in krystallisierte Natriumsalze iiberfiihren, ia 
was den Wert der Trennungsmethode besonders deutlich beleuchtet. Sie L 
wurden in heiBer alkoholischer Lésung mit Natriumithylatlésung neutrali- B Cho. 
siert. Es krystallisierten zuerst 10,4 g eines schén krystallisierten Produktes. B 
Beim Einengen des Filtrats wurden weitere 4,8 g Natriumsalz erhalten. Au 
den Natriumsalzen sowie den Mutterlaugen wurden die Siuren in Ather 
gebracht (1. Natriumsalz = Atherlésung I, 2. Natriumsalz = Atherlésung I, F 
Mutterlaugen = Atherlésung II). Beim Einengen der scharf getrockneteo & 
Atherlésung I an der Luft wurden bald voluminése gallertartige Aus & 
scheidungen von Anthropodesoxycholsiure erhalten. Es ergaben sich 
in mehreren Fraktionen 6,7 g. Aus der ebenfalls gut getrockneten Ather- 
lésung II krystallisierten zuniichst 2,5 g Desoxycholsiure. In den Mutter- 
laugen konnten teilweise gallertartige Ausscheidungen wahrgenommen werden. 
Aus Atherlésung III wurden mit 15 °/, iger Salzsiiure zuniichst 0,9 g extrahiert. 


Desi 
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siiure [eyie teilweise als Cholsiure identifiziert werden konnten. Die Atherrest- 
Ester [E}isung lieferte nur einen Lack, der in verschiedenen Lésungsmitteln sehr 


n Vor eicht léslich war. 


einige Bis auf weiteres mu8 in den nicht weiter aufgeteilten harzigen 
Ver. BResten der Atherlésungen I—III mit einem Gehalt von je 50°/, 
salze MP Pesoxycholsiure und Anthropodesoxycholsiure gerechnet werden. 
iuert, Dabei kénnen allein in Atherlisung III noch ganz geringe Mengen 
Teien mnbekannter Gallensiuren vorhanden sein. 


ittelt, J Hier diirfte sich auch die friiher beschriebene ') Stivecheleters be- 
, dab “finden; ihre Isolierung wiire wohl nur in wesentlich gréSeren Ansiitzen 


len. Sniglich. 
Nach Beendigung der Salzsiureextraktion der Hauptiither- 
Nisung wurde die Atherlésung mit Wasser geschiittelt und ein- 


4 
Be 










van 


talli. 









fies Peed: mpft. Die Fettsiiuren wurden als Lithiumsalze gefillt (vgl. 
nnte Bs 10, oben) und nach deren Zerlegung in Petroliither aut- 
1: nommen (25,6 g). 

a Bei der erneuten Durchschiittelung der Atherlisung der nicht gefiillten 
PSiuren mit 25°/,iger Salzsiiure trat wieder ein geringfiigiger Substanz- 

rgab, [eeibergang ein. Aus dem Extrakt lieBen sich noch 0,3 g Desoxycholsiiure er- 

13 ¢ [Eebalten. Der Rest an Dioxycholansiiuren wurde mit der Hauptmenge ver- 

rdeu, J einigt (vgl. oben). 

_ Nachdem noch weitere Mengen von Fettsiuren und Cholesterin (8,7 g) 
mit ea : bs, 
nit Petrolither im Haupttrennungsgang entfernt waren, blieb wenig mehr 

ligt Has 1 g Substanz iibrig. Auf Grund der verschiedenen Verseifungs- 
> geschwindigkeit der Ester (S. 11, Abs. 3) wurden daraus 0,3 g Sapogenine ge- 
- wonnen. Die leicht verseifbaren Teile lieferten nach Ausschiittelung stiirkerer 

oe ' Siuren (unter denen sich noch letzte Reste Fettsiiuren und Dioxycholansiiuren 

Shtell "befanden) mit 1 n-Kaliumbicarbonatlisung 3 mg Lithocholsiure. Die 

uy geringe Ausbeute an Lithocholsiure (zu erwarten waren 100—200 mg) iiber- 

ende E Fog 

tfer ie raschte. Wabrscheinlich war sie griéBtenteils in die Ausziige mit 25 °/,iger 






ot: alzsiiure gegangen. 
9's H 


iren, 





Sie Zusammenstellung der zahlenmibigen Ergebnisse: 
=f Bec zusammen 
Au ee ee 328.6 
ther aus 15 °/,iger Salzsiure ......... 111,3 
x I 439,9 
eter MH Vesoxycholsiure Pe ee ee ee 
\us: a aus ,Mem-(pomsare® ..... ss see. 36,2 
sich aus Choleinsiure oe 27,5 
her Re aus 25° iger Salzsiure ......... 17,5 
ter Ee ~ a 
len. 
ert, ') H. Wieland u. S. Kishi, Diese Z. 214, 47 (1933). 
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Ubertrag: 521.1 
Anthropodesoxycholsiure 


(aus 25°/,iger Salzsiure). ........ 12,0 
OU ea Ce kk eK we 3,7 


Bebweene Ghuren .. 2. tt tw 0,3 


Eko eae We ee ee ANS 17,0 


Fettsiuren 
aus ,,xRoh-Cholsiiure* .......... 10,2 
mae COMMUNES 6 ce te ee 2,3 
aus Lithiumsalzen und Petroliither .... 25,6 


38,1 


? 


Summe 592,2 


Wir waren ausgegangen von 570g Gesamtsiiure-Fallung. Wenn 
man beriicksichtigt, daB einzelne der abgetrennten Siurefraktionen 
Krystall- Lésungsmittel enthalten, dessen Menge im einzelnen 
nicht festgestellt wurde, so kann man mit der Ubereinstimmung 
zufrieden sein. Ein solches Ergebnis war auch zu erwarten, da 
wesentliche Substanzverluste im Arbeitsgang nicht aufgetreten 
sind und jede einzelne Fraktion so weit als méglich aufgeteilt 
wurde. 

Wenn naturgemiB die Zusammensetzung der Rindergalle 
in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren wechseln kann, so 
glauben wir doch, daB unsere Werte als Durchschnittswerte 
wenigstens fiir die Wintergalle charakteristisch sind. Vor allem 
diirfte das Verhaltnis zwischen Cholsiiure und Desoxycholsiiure 
als typisch festgelegt werden mit dem Wert 5,5: 1. 

Wie groB die Schwankungen in den Angaben iiber dieses Verhiiltnis 
sind, geht daraus hervor, daB es von Josephson und Jungner!}) fiir Kuh- 
galle mit 13:1, von Abe’) fiir Stiergalle mit 3:1 (im Durchsehnitt) an- 


gegeben wird. Beide Analysen beziehen sich auf colorimetrische Bestin- 
mungen, gegen die gerade hier entschiedene Bedenken bestehen. 


III. Die Aufteilung von Fettsfuren und ,,Nebensduren‘ 


Die Fraktionierung der Fettsiuren und die Bearbeitung der 
unter der Bezeichnung ,,schwache Saéuren“ angefiihrten Bestan¢- 
teile der Rindergalle haben wir mit angereichertem Material vor- 
genommen, aus dem die stiirkeren Gallensiuren im wesentlichen 
entfernt waren. Es ist dasselbe, aus dem vor einiger Zeit die 
sogen. Sapocholsdure isoliert worden ist’). Ehe die Trennung 





') Biochemie. J. 30, 1953 (1936). 
*) J. of Biochem. 25, 181 (1937). 8) Diese Z. 241, 93 (1936). 
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‘yon den Fettsiuren in Angriff genommen wurde, schiittelte man 
‘die itherische Lésung mit 25°/, iger Salzsiiure erschépfend aus. 
Die Notwendigkeit fiir eine scharfe Abtrennung der Fettsiuren 
ergab sich daraus, da8 in allen aus Galle isolierten Fettsiuren 
noch Substanzen mit ziemlich starker Liebermann-Reaktion 
‘enthalten sind. Kin durchgreifendes Studium der Gallenbestandteile 
muBte auch dieser Substanzen habhaft werden. 


Die nichstliegende Methode, die gesamten Siuren aus alkalischer Lésung 


‘unter Petrolither zu fillen und so die leicht léslichen Fettsiuren von den 
‘an sich unléslichen Nebensiuren zu trennen, ist erfolglos, weil ein groBer 
Teil von diesen in das fettsiiurehaltige Lésungsmittel geht. Auch mit dem 
Versuch, die gesamten Siiuren mit Diazomethan zu verestern und die leichter 
' fliichtigen Fettsiiureester im Hochvakuum abzudestillieren, kam man nicht 
' cum Ziel, da eine mehr oder weniger starke Zersetzung der zu isolierenden 
| Substanzen nicht zu vermeiden war. 


Weit besser hat sich die Ausfaillung von fettsauren Salzen 
aus alkoholischer Lésung bewahrt. Dabei war wesentlich, gut 
krystallisierte Salze zu erhalten, die sich scharf absaugen und 
auswaschen lieBen. Dieser Forderung geniigten die mit methyl- 
alkoholischem Bariumhydroxyd gefallten Bariumsalze nicht in 
vollem MaBe, wohl aber die Kaliumsalze. Es hat sich dabei 
allerdings gezeigt, daB nur ein Teil der Fettsiuren auf diese Weise 


-abgeschieden werden konnte, und zwar wie wir erkannten, deshalb, 


weil unser Material viel mehr ungesittigte Siuren, namentlich 


' Oleinsiure enthielt'), als nach den bisherigen Erfahrungen in der 


Rindergalle zu erwarten war. Durch eine der Kaliumsalz-Fallung 


Fangeschlossene Fallung mit Lithiumhydroxyd lieB sich die 
_ Aufgabe der Beseitigung der Fettsiuren in durchaus befriedigender 
Form lésen. 


Etwa 250 g des erwihnten Materials wurden in 300 cem Athanol am 


- Wasserbad unter Riickflu8 aufgekocht und durch langsam einlaufende 20°/, ige 
 nethylalkoholische Kalilauge bis zur kriftigen Rétung von Phenolphthalein 
_ neutralisiert. Aus der erkalteten und iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrten 
_Lisung wird das Kaliumsalz abgesaugt und mit eiskaltem Alkohol weib 
'gewaschen. Die Mutterlauge wird auf ein kleines Volumen eingedampft und 
| liefert, in gleicher Weise behandelt, eine 2. Krystallisation. Man erhilt gegen 
03g Kaliumsalz, das frei von jeder Farbreaktion ist. Mit den Kaliumsalzen 
, hat sich Cholesterin ausgeschieden, das durch Ather herausgelist werden 





' Uber den Gehalt der Rindergalle an Oleinsiure sagt unser Befund 


| in quantitativer Hinsicht nichts aus, da unser Ausgangsmaterial ein technisches 
: Produkt war, in dem sich Oleinsiiure sehr wohl angereichert haben konnte. 
| Die Isolierung von Oleinsiiure aus Rindergalle ist von Kozlowsky [J. exper. 
| Med. (Am.) 42, 453] beschrieben worden. 
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kann. Die Fillung der Lithiumsalze schlieBt sich an. Sie wird in der gleichen 
Weise wie die der Kaliumsalze durchgefiihrt, indem man die dem noch 
vorhandenen K’ iquivalente Menge Lithiumchlorid, etwa 35 g, in konzentrierter 
alkoholischer Lésung der Seifenlosung hinzufiigt. Es wurden so 154g kry- 
stallisierter Li-Salze von der gewiinschten Beschaffenheit erhalten. Auch 
ihnen lieB sich mit Ather noch Cholesterin entziehen. 

Die aus den Li-Salzen in Freiheit gesetzten Siuren blieben 
dlig, bestanden also zum gréften Teil aus Oleinsiiure; eine Probe 
lieB sich durch katalytische Hydrierung in feste Fettsiure vom 
Schmelzp. 61—62° iiberfiihren. 

Die Mutterlauge von der Li-Salzfaillung wurde zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand in Wasser geliést und die wiBrige 
Lésung unter Petrolither angesiiuert. Kin Rest von Fettsiuren 
und das noch vorhandene Cholesterin konnten jetzt mit Petrol- 
iither in der Hauptsache beseitigt werden }), ohne daB eine nennens- 
werte Menge von Gallensiuren in das Liésungsmittel ging. Sie 
blieben vielmehr als braune, harzige Masse (25 g) zuriick und 
konnten nun weiter aufgearbeitet werden. 


Die Isolierung der Nebensiuren 


Unser Ausgangsmaterial war durch Fraktionierung der Gallen- 
siuren nach dem Prinzip der abnehmenden Aciditiit gewonnen. 
Dabei fallen die Fettsiuren als letzter Anteil an und in ihnen 
sind die noch schwicheren Nebensiuren enthalten, von denen die 
Sapocholsaiure vor einigen Jahren auf sehr miihevolle Weise 
isoliert worden ist. Wenn wir die Ergebnisse unseres neuen 
Trennungsverfahrens — das natiirlich fiir priparative Ansiitze 
groBen Stils keine praktische Bedeutung hat — fir die Frage 
nach der Existenz noch unbekannter Gallensiuren verwerten, s0 
la8t sich aussagen, daB im Bereich der Cholsiure keine, in den 
der Dioxycholansiuren nur sehr geringe Aussichten bestehen, solche 
anzutreffen. Es kénnen dafiir héchstens noch die geringfiigigen 
Anteile aus der Desoxy-Anthropo-desoxycholsiure-Fraktion in 
Betracht kommen, die nicht als krystallisierte Natriumsalze zu 
gewinnen waren, die aber sicher zum gré8ten Teil aus den beiden 
genannten Siuren bestanden. 





) Anm. bei der Korrektur. Diese Fettsiuren erwiesen sich als 
mehrfach ungesiittigt; ihre Alkalisalze lieBen sich aus wiBriger Lésung 
mit Ather ausschiitteln. Durch Oxydation mit Permanganat gewann mat 
eine Tetraoxystearinsiure vom Schmelzp. 155—156°, die sich wohl von 
einer Iso-linolsiure ableitet. Vgl. dazu A. Griin, Analyse der Fette und 
Wachse, Bd. I, S. 19 (1925). 
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‘ Daraus geht hervor, daB der Kreis fiir das Vorhandensein 
noch nicht definierter saurer Bestandteile der Rindergalle um die 
F schwachen Saiuren gezogen ist. Bei der auferordentlich kleinen 
 Konzentration, in der diese Siuren vorhanden sind, war ihre Scheidung 
Dauf der Grundlage des Materials aus 10 oder auch mehr Litern 
 Rindergalle nach dem neuen Trennungsverfahren wenig aussichtsvoll. 

“Die technischen Rohsiuren, die wir verwendet haben, entsprechen 
Hindessen ungefiihr dem Anteil, der nach Entfernung der in waBriger 
 Salzsiiure léshichen Gallensiuren zuriickbleibt. 

' Zur Fortsetzung des Trennungsgangs wurden die rohen Neben- 
isiuren, wie sie nach Ausfiallung der fettsauren Salze angefallen 
is aren, in Ather gelést und zur Priifung auf noch vorhiandene 

,basische* Gallensiuren mit 25°/, iger ithergesiittigter Salzsiure 

Ber ferschépfend ausgeschiittelt. Hier wurde der stérende Hinflu8 der 
) Fettsiiuren auf das neue 'T'rennungsverfahren offenbar. Denn obwohl 
-wir schon zu Anfang der Aufarbeitung jene Operation vorgenommen 
Phatten, wurde auch jetzt wieder eine kleine Menge von Saure 

i Faus dem Ather herausgeholt. Ks war im wesentlichen Anthropo- 
\iesoxycholsaiure, die sich leicht durch ihr charakteristisches 
» Bariumsalz und durch die Farbreaktion nachweisen lief. 

Die von ihr befreite Atherlésung wurde anfangs fraktioniert 

‘mit Kalium-bicarbonat, -carbonat, verdiinnter Kalilauge aus- 

‘geschiittelt und es gelang SO, aus den Anteilen der schwachsten 

; | Siuren in reichlicher Menge das priichtig krystallisierte Kaliumsalz 

a der Sapocholsiure zu isolieren. Wir wollen aber darauf nicht 

/niher eingehen, sondern beschreiben nur die Methode, die sich 
P schlieBlich als die beste bewihrt hat. 

! Sie besteht darin, daB die Restsiuren mit Diazomethan 
| verestert werden, und daB man dann durch abgestufte Verseifung 
| der Ester eine grandlegende Aufteilung erreicht. Wahrend nimlich 
Odie Kster noch vorhandener Gallensiuren, von denen hier vor- 

"nehmlich die Lithocholsiure in Betracht kommt, durch mehr- 

| stiindiges Kochen mit alkoholischem Kali leicht gospalten werden, 

: ) bleiben die Ester der Nebensiuren von der Art der Sapocholsiure 

E unter diesen Bedingungen véllig unverindert. Ihre Verseifung 

gee elingt aber auch glatt bei erhéhter Temperatur im Autoklaven. 


Demgemi8 werden die Restsiiuren in itherischer Lésung mit einem 
i Bf Cversehud an Diazomethan in die Ester iibergefiihrt. Die Veresterung ist 
'Vollstindig, da Alkali der Lisung keine Saure mehr entzieht. Nach Ab- 
p isnt des Athers kocht man das Estergemisch 3 Stunden lang mit der 
F 10 fachen Menge 10°/, iger metbylalkoholischer Kalilauge, dampft den Alkohol 
/ im Vakuum ab, versetzt mit Wasser und nimmt die nicht verseiften Anteile 


stig RS sii 
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in Ather auf. Die Atherlésung ist, im Vergleich gegen vorher, nur meh; 


hell gefiarbt. 


Die wiaBrige Salzlésung wird ohne Riicksicht auf ungelistes 
K-Salz angesiiuert; die Siiuren werden in Ather aufgenommen un( 
nach Entfernung des Athers in alkoholischer Lésung mit Natriun. 
Es_ krystallisiert bald iy 
reichlichen Mengen Na-Lithocholat aus. Durch Eindampfen de 
Mutterlaugen erhéht sich dessen Menge. Wir haben aus unserey 


ithylat in der Hitze neutralisiert. 


technischen Material etwa 15 g¢ Lithocholsiure isoliert. Das ist 
viel, wenn man weif, daB in 100 kg Rindergalle durchschnittlich 
nicht mehr als 1,5 g Lithocholsiure enthalten sind’). Praktische 
Bedeutung besitzt die Gewinnung von Lithocholsiure aus Rinder. 
galle nicht, da sie sich ziemlich leicht aus Desoxycholsiure dar. 
stellen laBt?). Aber wenn man an die auBerordentlichen Schwierig. 
keiten der Isolierung von Lithocholsiure zuriick denkt [Diese Z. 
110, S. 129 (1920)], erkennt man deutlich den Fortschritt der 
Trennungsmethodik. 

Die Lithocholsiure ist bei unserem Arbeitsgang in mibiger 
Menge von dunklen harzigen Stoffen begleitet, teilweise woll 
Zersetzungsprodukten der Gallenfarbstoffe. Unbekannte Gallen- 
siuren diirften sich kaum dabei befinden. 

Wir kommen jetzt zu den Nebensiuren, deren Ester 
unverseift geblieben sind. Diese Ester werden mit der 
20fachen Menge 30°/,iger methylalkoholischer Kalilauge im 
Autoklaven 6 Stunden lang auf 130—135° erhitzt (kleine Mengen 
verseifte man im EinschluBrohr). Nach Verdampfen des Alkohols 
wurden die Siuren in Ather gebracht. Beim Schiitteln der Ather- 
lésung mit einigen Tropfen Kalium-carbonatlésung trat sofort 
Rétung von Phenolphthalin ein, ein Zeichen, daf alle stiirkeren 
Sauren, auch alle Fettsiuren restlos entfernt waren. 

Die Extraktion wurde danach sofort mit n/5-Kalilauge vorgenommen. 
Kinigemal schieden sich dabei im Scheidetrichter schmierige Kaliumsalz 
ab, die durch vorsichtige Zugabe von wenig Wasser wieder in Lésung ge- 
bracht wurden. Die Extraktion wurde mit n/1-Kalilauge beendet. De 
Restither enthielt eine geringe Menge Unverseiftes. Es erwies sich al 
Cholesterin (Schmelzpunkt nach Umkrystallisation aus Methanol 145—146', 
Mischschmelzp. 145—146°). 

Die Alkalifraktionen lieferten nach Animpfen mit Kaliun- 
sapocholat z. T. reichliche Krystallisation. Die Mutterlaugen 





1) H. Wieland u. P. Weyland, Diese Z. 110, 124 (1920). 
*) H. Wieland, E. Dane u. E. Scholz, Diese Z. 211, 266 (1932). 
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wurden wieder angesiauert, die Siuren in Ather gebracht und 
erneut fraktioniert. Es wurden insgesamt 6,95 g Sapocholsiure 
gus 1,25 kg Ausgangsmaterial (trocken) erhalten. 

Das nichste Interesse galt der Begleitsiure, die schon melr- 
fach bei der Verarbeitung von Rindergalle gesichtet worden ist’), 
und von der wir angenommen haben (a. a. O.), daB sie der Sapo- 
cholsiiure nahe stehe. Ihre Anwesenheit gibt sich in einer sehr 
intensiven violetten Liebermann-Reaktion, die mit gelber Fluorescenz 
einhergeht, kund. 

Die Mutterlaugen des Kaliumsapocholats, in denen vor allem 
diese Siure enthalten sein muBte, wurden auf in Ather schwer 
lisliche Siuren aufgearbeitet. Sie wurden entweder beim fraktio- 
nierten Kinengen von Atherlésungen erhalten oder durch Digerieren 
der Verdunstungsriickstinde atherischer Liésungen mit frischem 
Mther. Diese Eigenschaft der Siure war von friiher her be- 
kannt. 

Alle schwer léslichen Saureportionen wurden vereinigt und 
nehrere Stunden mit Ather aus einer Hiilse extrahiert. Noch 
wihrend der Extraktion schied sich im Kolben ein Teil der Saiure 
wieder aus (Schmelzp. 213—214°). Durch fraktioniertes Kinengen 
des Filtrats wurden weitere Siuremengen erhalten, deren Schmelz- 
punkte jetzt simtlich tiber 200° lagen. Sie waren schneeweif, 
amorph und gaben eine intensive Farbreaktion. Die Riickstiinde 
der Mutterlaugen wurden ein zweites und eventuell ein drittes 
Mal der Extraktion aus der Hiilse mit anschlieSendem fraktio- 
nierten Kinengen unterworfen. 


Der Schmelzpunkt der so gereinigten Siuren lag bei 220 bis 
230°, also tiber dem der Sapocholsiure. Sie lieferten nun, wenn man 
ire Lésungen in Ather?) mit n/5-KOH oder NaOH ausschiittelte, 
krystallisierte Salze. Die daraus freigemachten Siuren hatten den 
Schmelzpunkt nur wenig erhdht, woraus hervorging, daB die 
krystallisierten Salze Gemische waren, an denen auch noch die 
Sapocholsiure beteiligt war. Mit Brom reagiert nun diese Siiure 
unter Bildung eines Bromlactons. Der Versuch mit den neuen 
Priparaten ergab, daB nur wenig Brom aufgenommen wurde. Man 
liihrte die Reaktion in Methylalkohol mit methylalkoholischer Brom- 
lisung bei Gegenwart von etwas Na-Acetat und unter Kiskiithlung 





‘) Angaben dariiber Diese Z. 241, 95 (1936). 
*) Um die Saéuren in Ather zu bringen, léste man in ganz wenig heiBem 
Methanol und versetzte mit viel Ather. 





14 Heinrich Wieland und Walter Seibert, 


aus. Nach Zugabe des ersten T'ropfens, der die Bromfarbe bestehey 
lieB, wurde 1 Tropfen schweflige Siure hinzugefiigt, dann mit Wasse 
verdiinnt und das dabei Ausgefillte abgesaugt. Die unverinderte, 
Saiuren wurden aus Atherlésung mit n/5-Natronlauge herausgehol, 
Bereits im Scheidetrichter krystallisierte ein Natriumsalz in far}. 
losen Nadeln aus. 

Versuche, die unbekannte Siure nach dieser Vorreinigung 
direkt zu krystallisieren, schlugen fehl, obwohl die Farbreaktion iy 
croBer Reinheit gegeben wurde. Man veresterte deshalb mit Diazo. 
methan und erhielt so eine kleine, aber sehr schéne Krystalli. 
sation, deren Schmelzpunkt nach mehrmaligem Umkrystallisier 
aus Alkohol um 120° lag. Die Schmelze schiitumte dabei au 
(Krystallalkohol). Bei sehr langsamem Erwirmen des Réhrchen 


schmolz der Ester erst bei 168—169° Die Farbreaktion ds 


Esters ist die gleiche wie die der Séure, nur erfolgt der Far. 
umschlag erst nach mehreren Stunden. Durch die Analyse wurt 


der Ester bzw. die Siure in die Gruppe der Sapogenine verwiesen| 


4,585 mg Subst.: 18,115 mg CO,, 4,21 mg H,O. 

C3 5H,,05 Ber. C 78,88 H 10,60 
C,,H,,0, Ber. C 79,08  H 10,71 
Gef. ,, 78,87 10,39. 

Bei einer genauen Durchsicht der von dieser Stoffklasse vor. 
handenen Literatur wurde nun eine so gut wie vollstindige Uber. 
einstimmung der Higenschaften des isolierten Esters mit dene 
von Ursolsiure-methylester festgestellt. 

Ein aus Ursolséure dargestellter Methylester verhielt sich 1 
Léslichkeit, Krystallform, Farbreaktion und Schmelzpunktsersche: 
nungen vollig gleich wie der aus Galle gewonnene Ester. Misci 
schmelzp. 166—167°. Schmelzpunkt des Vergleichspraparats 167' 

Das aus Birentraubenblittern (Fol. uvae ursi) _ bereitete 
Priparat1) leB aber bei der Farbreaktion mit konzentrierte 
Schwefelsiiture—Essigsiureanhydrid die charakteristische Fluor 
escenz vermissen, die unsere bisher isolierte, aber noch nicl 
krystallisierte Séure zeigte. Wir muBten deshalb, da die Meng 
an Ester zu gering war, um die reine Siure daraus zu erhaltet 
eine neue Aufarbeitung vornehmen, die, in der beschriebenel 
Weise durchgefiihrt, aus 500 g Ausgangsmaterial 200 mg bis 2 
einem Schmelzpunkt von 235° gebrachter, amorpher aber schnet- 


weiber Nebensiure einbrachte. Kine spontane Krystallisation gelauyy 





1) J. of Biol. Chem. 90, 479 (1931). 
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huch bei diesem Praparat noch nicht. Als jedoch eine heiB 


wesittigte alkoholische Lésung mit einem Krystall Ursolsiure 


ngeimpft wurde, krystallisierte die Siure sofort in betracht- 


licher Menge in zu Biischeln geordneten seidenglanzenden Nadeln 
aus. Die Farbreaktion glich véllig der Yon Ursolsiure. Es war 
hemerkenswert, daB beide Siuren bei der Reaktion nur eine recht 
schwache Fluorescenz zeigten. Es wurden 140 mg krystalli- 
sierte Ursolsiure gewonnen. Der Schmelzpunkt lag zunichst bei 
72°, durch mehrmaliges Umkrystallisieren konnte er auf 278 bis 
979° erhéht werden. Der Mischschmelzpunkt mit Ursolsiure vom 
vleichen Schmelzpunkt war 278°. 

4,253 mg Subst. (bei 170° i. V. getr.): 12,300 mg CO,, 4,00 mg H,O. 

C,,H,0, Ber. © 78,88 H 1060 Gef. C 78,88 H 10,52. 

Damit war unzweifelhaft bewiesen, daB die so gereinigte 
Siure mit Ursolsiure identisch war. 

Ks muBten aber auch noch andere Saiuren in dem Rohgemisch 
der Nebensaéuren enthalten sein. Das ging einmal daraus hervor, 


ab Meiser’) zwei Ester gewonnen hatte, deren Schmelzpunkte 


iber dem von Ursolsiuremethylester lagen. Weiter hatte die von 
Ribot’) erhaltene amorphe Saure einen Schmelzpunkt von 288° 
ehabt, welcher den von reiner Ursolsaure noch um 10° iibertrifft. 
Vazu kam noch die sehr intensive Fluorescenz der Rohsiure bei 
ler Farbreaktion. 

Die Isolierung einer noch héher als Ursolsiiure schmelzenden 


Niure mit sehr starker Fluorescenz gelang nun aus den bei der 
Bromierung erhaltenen Bromlactonen. Nach der Entfernung der 
Ursolsiure aus dem Reaktionsprodukt wurde die Restitherlésung 


engedampft. Der Riickstand krystallisierte aus Methanol mit 
inem Schmelzpunkt von 224—230°. Jedoch gelang seine Reinigung 
urch wiederholtes Umkrystallisieren nicht. Aus dem Bromlacton 
yurde darum durch 5dstiindiges Erwirmen mit Zinkstaub und 


misessig auf dem Wasserbad die Saéure regeneriert. Sie bildete 


ebenfalls ein krystallisiertes schwerldsliches Kaliumsalz und lieB 
sich aus absolutem Alkohol selbst krystallisiert erhalten 
Schmelzp. 290—292°). Der Schmelzpunkt blieb nach mehrfacher 
Unkrystallisation bei 292—294° (305—307° korr.) konstant. Bei 
er Farbreaktion nach Liebermann wurde eine prichtige, sehr 
ntensive bronzene Fluorescenz beobachtet. Auf Grund des 


') Diss. Universitit Miinchen 1930. 
*) Diss. Technische Hochschule Miinchen 1922. . 
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Schmelzpunktes und der sonstigen EKigenschaften lieB sich dj sur 
Identitit mit Oleanolsiure vermuten. Bei einem Mischschmel; Sape 
punkt der neuen Saure mit Oleanolsiure aus Gewiirznelken ir) 
wurde keine Depression beobachtet: Schmelzp. 304—307° (korn, vela 

8,938 mg Subst. (bei 160° i. V. getr.): 11,3870 mg CO, 3,87 mg H,0, gang 

C,,H,,0, Ber. C 78,88 H 10,60 Gef. C 78,74 H 10,74. 

Von Oleanolsiiure wurde etwas weniger isoliert als von Ursol.me’* ‘ 
siiure. Doch diirfte sich ein erheblicher Teil der Isolierung ent. ee 
zogen haben. Reak 


Ein Teil der Oleanolsiiure aus Galle wurde durch Kochen mit Essig. Es li 
siureanhydrid acetyliert. Nach wiederholtem Umkrystallisieren yj Schu 
Methanol schmolz das Reaktionsprodukt bei 253—256°. Der Mischschmel;. {i 231— 
punkt mit Acetyloleanolsiure aus Gewiirznelken lag bei 253—255°, J nitro’ 

Durch Umsetzung mit Diazomethan wurde die Acetyloleanolsiiuy 
aus beiden Ausgangsmaterialien verestert. Schmelzpunkt des Acetyloleano!. 
siure-methylesters218—220° (korr.), Mischschmelzpunkt keine Depression, 


Mit Sicherheit kann angenommen werden, da8 in dem Rob. 










produkt der Nebensiuren noch weitere Sapogenine enthalten sind ee 

Thre Isolierung dirfte jedoch bei den zur Verfiigung stehendefi ,.,,, . 

Materialmengen mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft sein nitro 
Es kann nicht zweifelhaft sein, daB die von uns isoliertenfm Mikr 

Sapogenine aus dem Futter in die Galle des Rindes gelangt sini 

und mit dem Stoffwechsel nichts zu tun haben. Unsere Vermutuny 

daB dies auch fiir die Sapocholsiure gelte, hat durch den Nach 

weis der beiden anderen Sapogenine eine Bestiitigung erhalteie Kali 

Wir haben uns bemiiht, unter den in der Literatur beschriebena San 

Verbindungen C,,H,,O, und C,,H,.O, — beide Formeln komme re 

fiir Sapocholsiiure in Frage — eine mit ihr iibereinstimmende 11 

: ' star} 

finden, bisher vergeblich. —_ 
Wir glauben, daB man jetzt zu einer befriedigenden Erkenntuy . 

. ' Se slon. 

iiber die Bestandteile der Rindergalle gelangt ist, wenigstens iibe a 


die, welche die alkalische Verseifung iiberstehen. Dazu gehiret ati 
nicht die Gallenfarbstoffe, deren systematische Untersuchuim 


noch aussteht. Ferner bleibt noch die damit zusammenhiingent sais 
Aufgabe, die native Galle nach modernen Methoden in ihre Kinz. 
bestandteile zu zerlegen. 7 ms 

S -\cet 

IV. Zur Kenntnis der Sapocholsaure B SIE ( 

Die wihrend der Aufarbeitung des technischen Material “he 


angefallenen Mengen krystallisierten Kaliumsalzes der Sapocho! 


1) A. Winterstein, Diese Z. 202, 228 (1931). 
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ch diel sure wurden als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung reinster 
hmel:. Sapocholsiure verwendet. Da die Reinigung der Saure durch 
elken' i jmkrystallisation des Bromlactons?) nicht immer befriedigend 
(Kor, gelang, wurde nach einem anderen Verfahren gesucht. Als leicht 
H,0. JB gangbar erwies sich der Weg tiber die Acetylverbindung. 
14. | Freie, nicht krystallisierte Siure oder auch einfach das Kaliumsalz 
Ursol- fame oe Sapocholsdure wurde einige Stunden mit einem UberschuB von Essig- 
siureanhydrid und etwas wasserfreiem Natriumacetat gekocht. Nach dem 
§ CLM Apkiihlen wurde das iiberschiissige Anhydrid mit Wasser zersetzt. Das 


Reaktionsprodukt war in Methanol, Athanol, Aceton und Ather leicht léslich. 
| Essie. Es lieB sich aus Essigester und Eisessig krystallisiert erhalten mit einem 


1g Me Schmelzpunkt von 227—228°, der durch mehrmalige Umkrystallisation auf 
Nn all Pp g * 

chmel;. Ee 231 233° erhéht werden konnte. Acetylsapocholsidure gibt mit Tetra- 
55°. |geuitromethan eine intensive Gelbfarbung. 

olsiiure lie 3,940 mg Subst. (bei 155° i. V. getr.): 11,188 mg CO,, 3,530 mg H,0. 
anda =. HO Ber. C 77,05 H 10,11 Gef. C 77,10 H 10,03. 
ression. i sel 

Rok. Ein kleiner Teil der Acetylsapocholsiure wurde mit Diazomethan 
ea verestert. Der entstandene Acetylsapocholsiiuremethylester vom 


Schmelzp. 185—-186° erwies sich als ziemlich schwer léslich in den Alkoholen. 
enden Aus Athanol krystallisierte er in federartig angeordneten Nadeln. Mit Tetra- 
| Selif nitromethan Gelbfirbung. Die Reinigung zur Analyse geschah durch eine 
liertepfme Mikrohochvakuumsublimation bei etwa 160°. 


t sind 3,741 mg Subst.: 10,600 mg CO,, 3,415 mg H,0. 
utunm 6s «C,5H,,0, Ber. C 77,28 H 10,28 Gef. C 77,28 H 10,22. 
Nach- i 


Bei mebrstiindigem Kochen mit 10°/, igem methylalkoholischem 


ae | Kali wurde die Acetylgruppe wieder abgespalten. Der so gebildete 
~“""® Sapocholsiuremethylester entsprach in allen Eigenschaften 
? ‘den friiheren Angaben (a. a. O.). Schmelzp. 145—146° nach 
ee “® starkem Sintern. Der Mischschmelzpunkt mit durch direkte Methy- 
.@ lierung von Sapocholsiure hergestelltem Ester ergab keine Depres- 
aA sion. Zur Umkrystallisation des Esters eignet sich Methanol besser 
co als Ather—Petrolither. Analog den anderen Derivaten gibt der 
ve , Ester mit Tetranitromethan intensive Gelbfairbung im Gegensatz 
ead | zu der freien Siure, die keine Farbung zeigt. 
“nel | Der gréBte Teil der Acetylsapocholséure wurde durch Kochen 
j mit Alkali wieder verseift. Die freie Siure krystallisiert aus 
' Aceton in langen prismatischen Krystallen, aus Methanol, in dem 
| sie durchaus nicht s» léslich ist wie friiher angegeben, in dichten 
terial Haufen von seidengliinzenden Nadeln. Die Farbreaktion von 
chole Liebermann war schwach rosa ohne jeden Farbumschlag. 


F ) Diese Z. 241, 98 (1936). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 
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Eine auffillige Erscheinung ergab sich bei der Bestimmung des Schmel; ] 
punktes der Sapocholsiure. Die aus Methanol erhaltenen Priparate schmolzey wk 
bei 195—197°, die aus Aceton erhaltenen bei 204—207° und nach Sfterey, urel 
Umkrystallisieren bei 207—-212° unter starker Gasentwicklung aber ohne Bei 
merkliche Zersetzung. (Friihere Angabe 201°) Bei besonders vorsichtigen Iroc. 
Erhitzen wurde die Substanz leicht unter 220° wieder fest und schmol; acet¢ 
schlieBlich zum zweitenmal bei 235—2387°. Alle Priparate, die unter 175) al 
getrocknet waren, zeigten diesen doppelten Schmelzpunkt. Bei hiéhere ana! 
Temperatur getrocknete Priiparate (in der Trockenpistole mit Didthylanilin 
als Heizfliissigkeit) zeigten nur den oberen Schmelzpunkt. Die Trocknung c 
bei so hohen Temperaturen konnte jedoch nur kurze Zeit durchgefiihrt 
werden, da bald Gelb- und Braunfirbung infolge Zersetzung eintrat. Die. 
selben Schmelzpunktserscheinungen zeigte eine Siure, die iiber das Brom. Msamn 
lacton gereinigt worden war. aber 


Nach den Erfahrungen, die man mit anderen Sapogeninen fcebra 
vom Triterpentypus gemacht hatte, lag es nahe, zu vermuten, dab fu u 
der erste Schmelzpunkt nur durch die Abgabe sehr hartnickig fest- yon . 
gehaltenen Krystall-Lésungsmittels hervorgerufen wurde. Befrem- Mhestit 
dend wirkte nur, daB die Abgabe erst bei der extrem hohe 
Temperatur von 210—215° eintreten sollte. mitte. 

Zur niheren Untersuchung wurden 0,2194 g aus Aceton umkrystalli- in Fy 
sierter und im Xylolbad getrockneter Siiure im Schwefelsiiurebad auf ihren eigne’ 
ersten Schmelzpunkt bei etwa 210° erhitzt, wobei nach Beendigung der MBA nisq 


Gasentwicklung Rekrystallisation eintrat. Bei ungefihr 235° schmolz die i ewin 
Masse endgiiltig. Die Gewichtsabnahme betrug 8,1 mg. Aus dem Riickstand I 









jieB sich durch Umkrystallisieren aus Aceton das Ausgangsmaterial fast I 
quantitativ wiedererhalten. Die so wiedergewonnene Substanz wurde MM ’/,ig 
erneut zwélf Stunden im Xylolbad getrocknet und dann in ein Mikro Mier K: 
kélbchen mit kurzem Gasableitungsrohr, das zu einer Kapillare ausgezoge: Mgestell 






war, gefillt. Die Kapillare tauchte in eine Vorlage mit etwa */, cem Wasser. 
Die Substanz wurde diesmal im Metallbad nur bis kurz iiber den unteren 
Schmelzpunkt erhitzt, wobei die entweichenden Gase von dem vorgelegten 
Wasser absorbiert wurden. Der Inhalt der Vorlage wurde in zwei Teil 
geteilt. Im ersten wurde die Jodoformprobe angestellt, die eindeuty 

auf Aceton hinwies (sofortige Triibung und charakteristischer Jodoform 
geruch), zum zweiten wurde eine essigsaure p-Nitrophenylhydrazinlésuy 
gefiigt. Es krystallisierte das p-Nitrophenylhydrazon des Aceton: 
vom Schmelzpunkt 147—148° in goldgelben Nadeln. | I 


Damit ist bewiesen, daB Sapocholsdure aus Aceton mi 
Krystallésungsmittel krystallisiert, das zwar nur einen Bruch- 
teil eines Moles betrigt, das aber bis zu sehr hohen Tempers 
turen sehr hartnickig zuriickgehalten wird. Ebenso wie das imme! 
als Liésungsmittel gebrauchte Aceton wird auch Methanol sel 
fest gebunden. 

Es erwies sich nun als nahezu unméglich, ein lésungsmittel- 
freies Praparat fir die Analyse zu bekommen. Unter 150° wurde 


125,21, 
565,21, 
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chmelz Mia; Krystall-Aceton nicht abgegeben; bei allen héheren Tempera- 
at wren farbte sich die Siure braun, bevor alles Aceton fort war. 
er ohne Mei 160° gelang es einmal bei einigen mg nach siebentigigem 
*htigen flrocknen im Vakuum, wobei ein Teil schon sublimierte, eine 


chmol Macetonfreie unzersetzte Substanz zu erhalten. Sie ergab folgende 


ed \nalysenwerte : 

ylanilin 3,226 mg Subst.: $,322 mg CO,, 3,097 mg H,0. 

cknung Cop H gO Ber. C 78,88 H 10,60 Gef. C 78,82 H 10,74. 
pefiihrt ; : ; 

t. Die Die Analyse laBt bekanntlich bei Substanzen von der Zu- 


Brom fsammensetzung der Sterine und Triterpene keine Entscheidung 
iiber die Formel zu. C©,,H,,0,, die vorliufig fiir Sapocholsiure 
ninen Meebrauchte Formel, ist von C,,H,,0, im C- und H-Gehalt nicht 
1, dai fu unterscheiden. Man versuchte deshalb nach dem Vorgang 
y fest- Myon A. Winterstein*) das Molekulargewicht durch Titration zu 
frem- MP bestimmen. 
hohen Da es unmoglich war, gréBere Mengen der vollstandig lésungs- 
mittelfreien Sapocholsiure zu erhalten, kam ihre Titration nicht 
in Frage. Dagegen erschien Acetylsapocholsdure dafiir ge- 




















ystalli- 
‘ihren MMeignet. Bei 185° farbt sie sich zwar auch schon braun, aber im 
& dt MeAnisolbad 14Bt sie sich lésungsmittelfrei und ohne Zersetzung 


lz die 
kstand 
i) fast 
wurde 
Mikro- 
ZO gel 
‘agser, 


vewinnen, wie die oben angegebene Analyse beweist. 


Fiir die Titration wurden etwa 0,4—0,5 g genau abgewogen, in 75 cem 
5°,igen Alkohols gelést und mit n/20-Kalilauge und Phenolphthalein in 
ler Kilte titriert. Die Lauge war vorher mit Benzoesiiure p. A. genau ein- 
igestellt und mit reinster Cholsiure auf ihren Titer kontrolliert worden. 


ateren MELO» 136,39 mg Benzoesiiure . . . . verbr. 19,62, 21,38 ccm n/20-Lauge 
legten 165,21, 589,05 mg Cholsiure .... . verbr. 26,33, 27,46 cem n/20-Lauge 
Teile Maet©8,30, 393,61 mg Acetylsapocholsiure . verbr. 18,06, 15,19 cem n/20-Lauge 


deutig 
form: 
Osung 
tons 


Cholsiure: Ber. Mol.-Gew. 408,3 Gef. Mol.-Gew. 410,6, 410,3. 


Acetylsapocholsiure (C,.H;,0,: Ber. Mol.-Gew. 498,4 
Gef. Mol.-Gew. 496,0 495,7. 


Diese Titrationen sprechen sehr dafiir, daf der Sapochol- 
dure die Formel C,,H,,O, zukommt und daf sie ein anscheinend 
noch nicht beschriebenes Isomeres der Oleanolsiuregruppe ist. 
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nme! 
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') Diese Z. 202, 207, 217 (1981). 
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Eine neue Methode zur Bestimmung des C-Vitamins Vita 

mit dem Stufenphotometer von Zeiss lie : 

vor stufe 

Franz Bukatsch Nite 

Mit 2 Figuren im Text der 

tunli 

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Miinchen) F lsut 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1939) q 

‘sind 

Indic 


Vor nunmehr 11 Jahren berichteten Tillmans, Hirsch wif einer 
Reinshagen (1928) iiber Versuche zur Bestimmung reduzieren-MM sind 
der Substanzen in Nahrungsmitieln durch Titration mit den sond 
Clarkschen Redox-Indicator 2,6-Dichlorphenolindophenol. Damakf¥¥im | 
ahnte noch niemand, daB sich daraus die heute wohl gebriuchlichste i mitt 
Methode zur Bestimmung des C-Vitamins entwickeln sollte. Nachi® 
der Erkenntnis aber, daB sich mit Hilfe dieses Indicatorfarbstofies ™ 
das antiskorbutische Vitamin in seiner reduzierten Form erfasseifR 4,70) 
laBt, arbeitete Tillmans und seine Schule durch viele Jahre uM }),:p 
der Verbesserung der Methode. Hiolge 

Die Bestimmungsweise fand wohl auch deswegen so rasclif 
und weite Verbreitung, weil sie neben verhaltnismaBig einfache 
Handhabung eine befriedigende Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen des Tierversuchs aufweist, wie mehrfach gezeigt wurde 
Es fehlte auch nicht an Verbesserungen, die vor allem auf ei 
héhere Spezifitit unter AusschluB stérender Begleitsubstanza 
abzielten, was zB. nach Harris und Ray weitgehend dur 


)mehr 
> tiefe 
Prob 
© Halt 
an | 
© schli¢ 









Titration in stark saurem Milieu (p,, = etwa 2,5) gelang. Bier 
Immerhin weiB jeder, der nach der Tillmans-Methott Trib, 

arbeitet, daB zur Erzielung einigermaBen sicherer Ergebnisse «i! 

bestimmtes MaB von Ubung und Erfahrung unumginglich niti 

ist, besondes deswegen, weil viele biologische Flissigkeiten, wi™ — 


Organextrakte, PreBsifte usw., eine ,ziehende Titration“, d. WB}, , . 
keinen scharfen Endpunkt ergeben. Da in stark saurer Lésuii@ Lisuy 
der Umschlag von farblos nach blaS rétlich erfolgt, ist in triibenfRy Farbs: 
besonders aber in gefirbten, zumal roten Fliissigkeiten die sicher 


gesehy 














































Bestimmung des C-Vitamins mit dem Stufenphotometer usw. 21 


‘Erkennung des Titrationsendpunktes oft geradezu unméglich. 
Besonders stérend wird die Rotfarbung bei Ausziigen aus antho- 
Fcyanhaltigen Pflanzenorganen empfunden, die bekanntlich nicht 
selten sind. Versuche, mit oberflichenaktiven Stoffen, wie Tier- 
kohle, die Farbstoffe zu entfernen, fiibren zu einem unvermeidlichen 

- Vitaminverlust (Abu el Wafa, 1939). So bleibt als Ausweg nur 
‘die zeitraubende ,,Nitrobenzolmethode“, die im Ausschiitteln des 
stufenweise zugesetzten Indicators aus der gefirbten Probe mit 
Nitrobenzol besteht (vgl. Ensslin 1935). Die geringe Haltbarkeit 
‘der Indicatorlésung macht ihre dftere Herstellung nétig, wobei 
‘tunlich jedesmal der Titer mit frisch bereiteter Ascorbinsdure- 
‘lisung eingestellt wird. 


' Im Bestreben, diese zeitraubende Kinstellung zu vereinfachen, 

‘sind fiihrende chemische Werke bemiiht, genau abgemessene 

Indicatormengen in Form von Tabletten herzustellen, deren jede 

h uni einer bestimmten C-Vitaminmenge entspricht. Solche Tabletten 

jerel- sind von Hoffmann-La Roche-Berlin und neuestens in be- 

den sonders leicht léslicher Form von E. Merck in Darmstadt 

amakfiim Handel, wie mir Herr Dr. H. Wieters freundlicherweise 
ichstef mitteilte *). 


Nach | Die Einfihrung dieser genau dosierten Farbstofftabletten 

‘tots brachte mich nun auf den Gedanken, die oft schwierige Titration 

fassel durch eine moéglichst rasche und sichere Bestimmung eines 

Te 2) bleibenden Farbwertes zu ersetzen; dabei war der Leitgedanke 

) » folgender: 

ad | Setzt man der zu untersuchenden Liésung eine bestimmte, 
smehr als ausreichende Indicatormenge zu, so wird die anfangs 


rgeb- ie : 

a ptiele Farbung rasch in dem MaB ausbleichen, als eben in der 

oi ff} Probe Ascorbinsiure zur Reduktion des Farbstoffes vorhanden ist. 

eine Me ry. ' : 

weal Hilt man stets gleiche Bedingungen ein, gleiche Ausgangsmengen 

em Probe, dazu gleiche Indicatormengen usw., so miiBte die 
© schlieBlich verbleibende Farbung eine colorimetrische Bestimmung 

thode der Ascorbinséiuremenge erméglichen. Etwaige Eigenfarbe oder 

| Triibung der Ausgangslésung lieBe sich dabei nach dem bekannten 





| _*) Nach Hinweis von Dr. Wieters ist es ferner zweckmiibig, nicht 
die von Tillmans und seiner Schule angegebene stark verdiinnte (n/1000) 
Farbstoff lésung zu verwenden, sondern mit einer 3—5 fach konzentrierteren 
Lisung unter Anwendung einer Mikrobiirette zu arbeiten. So wird der 
Farbstoffzusatz und der Endpunkt leichter erkennbar und die Arbeits- 
geschwindigkeit wesentlich erhéht. 
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tee 


Walpoleschen Kompensationsprinzip ausschalten. Als Mef. 
instrument stand mir an den Miinchener Botanischen Staats. 
anstalten ein Zeisssches Pulfrichphotometer zur Verfiigung, }y 
dem durch Hinschaltung einer Kiivette mit Vergleichslésung dicey 
Methode Anwendung findet. 

Anfingliche Versuche zur Bestimmung des Restfarbtones j 
sauren wiBrigen Lésungen schlugen aber insofern fehl, als sic 
die Farbe des Indicators in diesem Milieu als recht unbestiindiy 
erwies, noch dazu in verschiedenem, von der Konzentration ab. 
hingigem MaB. Die folgende T'ab.1 gibt an Hand der zeitliche 
Verinderung der Extinktion ,,E“ ein Bild des schon nach wenige 
Minuten einsetzenden Farbstoffschwundes. Als Ansatz dienter 
je 10 ccm 2°/, HPO,-Liésung, welche aus einem Reinpripara 
(Cebion, Merck) steigende Mengen von 0—0,5 mg C-Vitamin ent. 
hielten; es wurde jeweils eine 0,5 mg Vitamin entsprechenk 
Indicatormenge zugefiigt. Die Messung erfolgte bei 1 cm Schicht. 
dicke der Lésung unter Vorschaltung des Spektralfilters ,,S 53 




















Tabelle 1 
C -Vitaminmenge Zeitlicher Verlauf der Extinktionswerte nach 
im Ansatz ae eT escalate Sai. cision 
mg 1 Min. | 5 Min. | 10 Min. 
0,0 1,90 1,28 | 0,42 
0,1 1,70 1,25 | 0,48 
0,2 1,35 1,10 | 0,52 
0,3 0,87 0,78 | 0,61 
0,4 0,43 0,38, 0,375 
0.5 0,05 0,05 0,05 





Diese Unbestiindigkeit des Farbtones in wiabriger Lisuy 
lieB mich die Uberfiihrung des restlichen Farbstoffes in eit 
wasserunloésliches organisches Lisungsmittel nach kurzer Einwirkuy 
der C-vitaminhaltigen Lésung versuchen. Zu diesem Zweck wurde 
in Proberéhrchen*) genau 5 ccm helles Nitrobenzol ,,Merck* mi 
einer bestimmten Probenmenge (5 oder 10 ccm) iberschichtet 
dazu kam aus einer Pipette die genau abgemessene Indicatot- 
menge, die 0,5 mg Ascorbinsiiure entspricht [also 1 ccm einer voll- 
stiindigen (!) Auflésung einer 1 mg C-Vitamin entsprechendet 
Indophenoltablette in 2ccm Wasser]. Nun wurde einmal langsall 
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*) Hierbei lassen sich mit Vorteil Réhrechen mit Strichmarke bei 5 us! a 
10 cem verwenden, wie sie als Zentrifugenglischen im Handel sind. 5 
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das Réhrchen geschwenkt, wobei noch keine merkbaren Farbstoft- 
Fmengen in das organische Liésungsmittel tibertreten diirfen; man 


sieht dabei aber sofort das Ausblassen des Farbtons bei Vorhanden- 
sein entsprechender Vitaminmengen. Sind diese so hoch, daB der 
Farbstoff vollends verbraucht wird, so setzt man sogleich abermals 
dieselbe Indicatormenge zu, schwenkt wieder usw., bis eine ent- 


‘sprechende Fiirbung bestehen bleibt. Sodann wird durch rasches 


und kraftiges Umschiitteln das restliche Indophenol in das Nitro- 


F benzol iibergefihrt. 


In vielen Fallen fand ich das Ausschiitteln in Xylol fiir 
vorteilhaft, abgesehen von weniger starkem Geruch dieses Stoffes 
vor allem deshalb, weil durch das Schwimmen desselben auf der 


' Probefliissigkeit diese vom vitaminzerstérenden KinfluB des Luft- 
sauerstoffes abgeschnitten wird. Im iibrigen entspricht die Arbeits- 


weise ganz den eben gemachten Angaben, nur ist durch sorg- 
faltigen Verschlu8 der Réhrchen ein Verdunsten des Xylols zu 
verhindern; auch wird hierbei der Indicator durch eine lang 


‘ capillar ausgezogene Pipette, ohne mit der Xylolschicht in Berithrung 
‘zu kommen, direkt in die Probe eingebracht. 


In beide organische Liésungsmittel wird der Farbstoff restlos 


'aufgenommen und erweist sich darin als hinreichend bestindig: 
‘nach wenigen Minuten wird ein konstanter Farbwert erreicht, 
‘der sich dann durch Stunden nur wenig verindert, wie durch 
' Tab. 2 veranschaulicht wird. 


Ks empfiehlt sich also, nach friihestens etwa 5 Minuten inner- 


| halb der ersten Stunde zu messen; man hat so auch bei ganzen 
| Reihen geniigend Zeit zu sorgfaltigen Kinzelbestimmungen und 


Tabelle 2 


| a) Zeitlicher Verlauf der Extinktionswerte von Dichlorphenol-indophenol, 
> ausgeschiittelt aus sauren, verschieden (0,0—0,5 mg) vitaminhaltigen 


dere. Losungen in Nitrobenzol (5ccm). Ablesungen bei Filter ,,S 53“ und 0,5 em 








Schichtdicke: 
—— Zeitlicher Verlauf von ,,E“, gemessen nach 
es nsatzes Reet TS 28 e eee 

mg 2 Min. 5 Min. 10 Min. 
0,0 2,45 2,45 2.45 
0,1 1,95 1,95 1,95 
0,2 1,58 1,55 1,55 
0,3 1,08 1,01 1,01 
0,4 0,60 0,56 0,56 
0,5 0,20 0,15 0,15 
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b) Einflu8 laingerer Zeiten und des Lichtes auf die Extinktionswerte yom 


Dichlorphenolindophenol, ausgeschiittelt in Xylol; sonst wie sub 4) 
Messung jedoch unter Vorschaltung von Spektralfilter ,,S 50“: 





ae ee 























C-Vitamingehalt Zeitlicher Verlauf von ,,E“, bestimmt nach 
des Ansatzes doiieie pprs- pe 
- OMT: | : weiteren 3 Std, 
meg 15 Min. | 3 Std. dunkel | in Tageslicht 
0,0 1,66 | 1,63 1,58 
0,2 1,04 | 1,01 1,01 
0,4 0,37 | 0,36 0,37 





vermeidet das bei Serien-Titrationen oft nétige hastige Arbeiten, 
Um die Messung méglichst genau zu gestalten, empfiehlt es sich 
in der ,,absolut colorimetrisch“ iiblichen Arbeitsweise vor das Auge 
des Beobachters jenes Spektralfilter zu schalten, das den dure} 
die Reaktion in der Lésung entstehenden Farbton maximal absorbiert, 
d. h. als starksten-Helligkeitsunterschied wahrnehmbar macht. Z1 
diesem Zweck wurden die ,,typischen Farbkurven“ von 2,6-Dichlor- 
phenolindophenol aus saurer Liésung in Nitrobenzol und Xyli 
aufgenommen: sie sind in der folgenden Abbildung wiedergegeben: 
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Typische Farbkurven von 2,6-Dichlorphenolindophenol in: 
O Nitrobenzol, bzw. --—- x -—-— Xylol 





Die schon mit dem bloBen Auge erkennbare verschiedene Farbung 
des Indicators je nach Lésungsmittel (in Nitrobenzol bliulichrot, 
in Xylol orange) driickt sich in den Absorptionskurven deutlich 
aus; dementsprechend wahlt man zweckméBig zur Messung i 
Nitrobenzol Filter ,,S 53“, in Xylol Filter ,,S. 50“. 

Nun gilt es, Eichkurven fiir verschiedene Ascorbinsiure- 
konzentrationen aufzustellen, nach denen alle folgenden Bestim- 
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mungen ausgewertet werden kénnen. In einer 2°/,igen Lisung 
on Metaphosphorsaure (in der nach Fujita und Ebihara, 1936, 
lie Ascorbinsaure recht bestindig ist) wurden Verdiinnungsreihen 
sufgestellt, die in je 5 ccm 0,0, 0,1, 0,2... bis 0,5 mg reines 
(-Vitamin (Cebion Merck) enthielten. Die Lésungen wurden mit 
ie 3 Tropfen konzentrierter Essigséure versetzt. Das Ausschiitteln 
erfolgte in jeweils 5 ccm der genannten organischen Solventien. 
Die Messung erfolgte stets bei einer Schichtdicke von 0,5 cm. 
Fig.2 bringt die beiden Kichkurven, die die lineare Abhangigkeit 
der Extinktion von der Vitaminmenge erkennen lassen. 


Ks lieB sich ferner zeigen, daB héhere Ascorbinsiuremengen, 
die mehrfachen Indikatorzusatz erforderlich machen, sich aus den 
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Fig. 
Ahhangigkeit des Extinktionswertes ,,E‘‘ von der Ascorbinséurekonzentration 
fiir Lésungen des Indicatorfarbstoffes in Nitrobenzol und Xylol 


/Kurven rein arithmetisch ermitteln lassen; dies sei an einem 
| Beispiel erklirt: eine Lésung, die 0,8 mg C-Vitamin enthielt, 


»machte zweimaligen Indikatorzusatz notig; die aus dem 2. Zusatz 
‘Verbleibende Fiirbung entspricht dem Extinktionswert von 0,3 mg 
» Ascorbinsiure: 0,8 mg = 0,5 mg + 0,3 mg. Dies gilt gleicherweise 
iti die Lésung in Xylol wie in Nitrobenzol; wenn man also die 


'Zahl der Indikatorzusiitze vermerkt, kann man so auch héhere 





' Vitaminmengen ermitteln. Ein anderer Weg zur Bestimmung hoher 
_ Ascorbinsiurekonzentrationen besteht natiirlich in entsprechender 
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Vorverdiinnung der Probe. Ich vermied absichtlich den Zusatf au 
gréBerer Indikatormengen auf einmal, wenn damit auch rasche Mf ha 
héhere C-Vitaminmengen erfabbar gewesen wiren, denn dann ¢y. fre 
geben sich zum Teil derartig hohe Extinktionswerte selbst in eine y dic 
Schicht von 0,5 cm, daf darunter die MeBgenauigkeit allzu sel » los 
leiden miiBte. B ab 
An den nun folgenden Beispielen soll die praktische Ap.— 
wendbarkeit der Methode dargetan werden. Zunichst sollen einig j 
Vergleichswerte aus maBanalytischen und photometrischen Paralle. — — 
bestimmungen wiedergegeben werden: 4 


Tabelle 3 





penitent 














Cc Vitesiiingebelt in — | 
mg/g Frischgewicht 
Objekt Organ — % 
mab- photo. & 
analytisch metrisch ; 
— - ee De ees Sane ‘ 
Pfliicksalat »gelber wuiteelincher" Blitter 0,32 0, 32 » unt 
Spinat, ,,Viroflay“ innere Blitter 0,97 1,00 Ee 
Petersilie, ,,Zyklop“ Blitter 2,64 2.62 = 
Feldsalat, ,,deutscher gewéhnl.“ Blitter 0,83 0,85 FF 
Weibkohl, ,,Magdeburger“ innere Blitter 0,72 0,76 
WeiBkohl, ,,Magdeburger“ ‘inBere Blitter 0,81 0,90 ££ 
Neuseelindischer Spinat Blitter 0,42 0,40 


Die Ubereinstimmung der Werte ist im allgemeinen gut und _prak- a des 
tisch ausreichend, die oft etwas héheren photometrisch erhaltenen Zahla fF ,., 
sind wohl durch den geringeren Vitaminverlust bei letzter Methode be Ff ~ 
dingt (infolge rascherer Durchfiihrung). — foatigg 


Die fiir die Bestimmungen nétigen Ausziige aus pflanzliche: F 1, 
Organen wurden stets in gleicher Weise hergestellt: 3 g frisches 
Material, z. B. Blatter, wurden mit einem Messer aus rostfreieu 
Stahl grob zerkleinert, sodann im Porzellanmérser mit etwas ¢¢- 
reinigtem Quarzsand unter Zusatz von 3ccm 20°/,iger HPO; 
Lésung feinst zerrieben, sodann wurden 27 ccm luftfreies desti 
liertes Wasser beigemengt (so daB sich rund 30 ccm 2°/,iger mets F™ 
phosphorsaurer Extrakt ergaben) und schlieBlich nach 10 Minute § © 
filtriert. Vom Filtrat wurden 5 bzw. 10 ccm verwendet (was dat § 
0,5 baw. 1 g Organfrischgewicht entspricht) und mit etwas kon § 
zentrierter Essigsiure angesiuert. 
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Der besondere Vorzug der Methode erweist sich aber ef 
bei Bestimmungen in stark rot gefirbten Ausziigen, wie sie 2.3% 
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: }aus manchen Friichten, dann aus Rotkohl, roten Riiben, u. a. er- 
' halten werden. Hier bates man sich durch das Maupalubtbebn vollig 
© frei yon der stérenden Kigenfarbe der Extrakte machen, da sich 

' die Anthocyane nicht in den genannten organischen Salvention 
p losen. Dadurch sind diese Bestimmungen ebenso einfach wie alle 
® ibrigen durchzufiihren. Dazu einige Beispiele: 














Ie 
: Tabelle 4 
rei " ey C-Vitamingehalt 
Objekt Organ in mg/g 
Frischgewicht 
Pflaume Frucht 0,16 
PreiBelbeere - 0,19 
Radieschen, rot, ,,Dreienbrunnen“ Hypocoty! 0,18 
Rotkohl, ,,Berliner“ innere Blatter 0,36 
Rotkohl, ,,Berliner“ iiuBere Blitter 0,67 


E An der roten Riibe zeigte sich, daB der C-Vitamingehalt von 
> unten nach oben stetig zunimmt: 


Riibe, untere Hiilfte . . 0,12 mg Ascorbinsiiure/g Frischgewicht 


i 


A Riibe, obere Hilfte. . . 0,19 mg m ‘is 
Blattstiele ..... . . 0,20 mg ‘i 1. 
PU wt te we OS ~ “i 


H. Wahren beschrieb 1937 eine Methode zur Bestimmung 
Hs C-Vitamins mit dem Stufenphotometer im Blutserum, welche 
zum Unterschied von unserer Methode auf dem von Martini und 
H Bonsignore (1934) gefundenen Prinzip des Ausbleichens von 
- Methylenblau durch Ascorbinsiure bei starker Belichtung beruht*). 
) Unsere Methode ist vor allem fiir die Untersuchung pflanzlicher 
 Organausziige bestimmt und an diesen auch erprobt. Zusammen- 
fassend lassen sich folgende Vorteile fiir unsere Bestimmungsweise 
‘des C-Vitamins, die eine Weiterentwicklung der Tillmans- 


mane anaes eons ch ee 


se ieeapagaeal ha 


x Methode darstellt, anfiihren: 
lestil 


e 1. Raschheit, damit verbunden: Verkiirzung der schidlichen Einwirkung 
4 des Luftsauerstoffes auf die Extrakte, 

H 2. hohe Ablesegenauigkeit im Stufenphotometer gegeniiber dem oft 
cs 


*) Die von Lieck, Lund und Mitarbeitern (Klin. Wschr. 1937, 1938, 


‘iil 3 1939) angegebene Methode, welche ebenfalls auf Methylenblauentf érbung 


> beruht, ist zwar spezifisch, aber recht umstindlich und fir Reihenversuche 
a Wenig geeignet. 
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Siar ere 


8. einfache Anwendbarkeit auch auf gefirbte und triibe Flissigkeitey 
ohne EinbuBe an Sicherheit und Genauigkeit. 
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: Uber die Starkeverflissigung 
: Eine Methode zur Bestimmung der Verfliissigung von Starkekleister 
: Von 


Karl Mayer 
Mit 1 Figur im Text 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Deutschen Universitat in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1939) 


Man kennt schon lange die zwei Wege des Stirkeabbaues, 
| die Verzuckerung, das ist die Bildung von kleineren reduzierenden 
| Spaltstiicken und die Verfliissigung, die sich in der rapiden Ab- 
4 nahme der hohen Viscositit der Stairkelésungen bemerkbar macht. 
' Fir diese Viscositiitsabnahme macht man ein Enzym verantwort- 
lich, das als Dextrinogenamylase'), oder als e-Amylase ”) beschrieben 
‘wurde. Die Vorstellung von der Wirkungsweise dieses Enzyms 
| ist die, daB unter Bildung groBer Bruchstiicke, den Dextrinen, die 
_ Viscositiit duBerst rasch absinkt. 

F Nun haben aber E. Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer?) 
| ein Enzym zu isolieren vermocht, das wohl eine starke Abnahme 
| der Viscositit hervorbringt, nicht aber eine Bildung reduzierender 
| Spaltprodukte. Dieses Enzym, Amylophosphatase benannt, Amylo- 
| phosphatase deshalb, weil die Abnahme der Viscositit mit einer 
| Abspaltung von Phosphorsiure verbunden ist, bildet keine Dextrine, 
' denn die blaue Jodfarbe bleibt unverindert‘). Man kann also nur 
| den SchluB ziehen, daB die Verfliissigung von Stirkekleister durch 
| Auflésen von Bindungen eintritt, die die einzelnen Stirkeketten 
untereinander verketten. 

3 AuB8erst wichtig war es nun, diese Verfliissigungswirkung fiir 
' sich allein zu bestimmen, unabhingig von der durch die Ver- 
zuckerungswirkung hervorgebrachten Abnahme der Viscositit. Hier 


Galan tae 
ae Nae ie 


') Erik Ohlsson, Diese Z. 189, 57 (1930). 

*) Richard Kubn, Liebigs Ann. 443, 1 (1925). 

*) Diese Z. 236, 168 (1935). 

‘) M.Samec, E. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, Diese Z. 242, 
165 (1936); E. Waldschmidt-Leitz, M.Samec u. K. Mayer, Diese Z. 
250, 191 (1937). 
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hat sich in der Verwendung von jodoxydierter Starke, als Substrat, 
ein Weg eréffnet, der durchaus gangbar ist. Es hat sich nimlich 
gezeigt, daB Starke, deren endstandige Aldehydgruppen durch Joj 
oxydiert sind, nicht mehr durch Amylase verzuckert wird. Be 
einer Menge von 0,65 ccm n/100-Jodlésung auf 100 ccm 1°/, igen 
Kartoffelstarkekleister, tritt keine Verzuckerung mehr ein. Diese 
Jodmenge ist gerade diejenige, die sich noch unter Verschwindey 
der anfanglichen blauen Jodfarbe auflést. Bei mehr Jod bleibt 
die ‘blaue Farbe bestehen. Eine so oxydierte Stirkelésung wird 
noch verfliissigt aber nicht mehr verzuckert. 

Diese Erscheinung der Jodhemmung bzw. Jodvergiftung fand 
Urban Olsson), der aber die Wirkung des Jods einer Gift. 
wirkung auf das Enzym zuschrieb und das Jod immer auf die 
Enzymlésung einwirken lieb. Er fand zwar eine Hemmung der 
Verzuckerung, aber auch eine Hemmung der Verfliissigung, die 
darauf zuriickzufiihren sein diirfte, daB bei seinen Messungen 
immer die Viscosititsabnahme, die durch die Einwirkung des yer- 
zuckernden Enzyms hervorgerufen wird, mitbestimmt wurde. Daher 
findet er auch®), daB die Hemmung der Verfliissigung und Ver- 
zuckerung bei Gerstenschrotausziigen parallel geht. 

Wenn man aber nun einen maximal oxydierten Kartoffel- 
starkekleister als Substrat fiir die Messung der Verfliissigung ver- 
wendet, dann ist es méglich, die Verfliissigungswirkung in jeder 
beliebigen Enzymlésung zu bestimmen. 

Aus den graphischen Darstellungen geht hervor, da der 
Verlauf der Reaktion ein sehr schneller ist und also in dem Ap- 
fangsstadium der Amylolyse verliuft. Wir haben in dieser Visco- 
sitiitsabnahme die erste Phase des enzymatischen Starkeabbaues 
vor uns. Bei der Kinwirkung eines vollstindigen stirkeabbauenden 
Enzymsystems, wie es in Malzausziigen vorliegt, ist die Ver: 
fliissigung sicher schon soweit fortgeschritten, daB sie ihrem Ené- 
werte nahe ist, noch bevor eine wesentliche Verzuckerung eit- 
getreten ist. Uberhaupt wird durch die Abnahme der Viscositit 
eine bessere Kinwirkungsmiéglichkeit fiir die verzuckernde Amylase 
gegeben. Dadurch erklart sich auch der starke Anstieg im Bil 
des Reaktionsverlaufes bei der Einwirkung von Malzliésungen au 
Starke. Im Gerstenschrotauszug, in dem das verfliissigende Enzyn 
in viel geringerer Konzentration vorkommt, ist beim Abbau vol 
Stiirkelésungen kein so starker Anstieg zu beobachten. 


*) Diese Z. 114, 55 (1921). ®) Diese Z. 126, 29 (1923). 
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bstrat, Experimenteller Teil 


imlich ® #1. Die Herstellung der Substratlésungen. Die notwendige Menge 
h Jod & p/100-Jodlésung, die eine vollstindige Oxydation der Stirke hervorruft, wurde 
Bei hnit 0,65 cem fiir 100 cem 1°/,igen Kartoffelstirkekleister bestimmt. Bei den 
|, igen Hemmungsversuchen, d.h. zu den Bestimmungen der Verzuckerung, wurde 
o> ‘die entsprechende Jodmenge dem Kleister zugesetzt und durch kriftiges 
Diese & Schiitteln verteilt. Nach 10 Minuten Belassen im Thermostaten bei 37° ver- 
‘inden [ schwand die anfinglich blaue Jodfarbe, bis zu einer zugesetzten Menge von 
bleibt j0.65 com, dariiber hinaus zugesetztes Jod firbte den Stirkekleister blau und 
‘die Farbe verschwand nicht mehr. 
F Fiir die viscosimetrischen Messungen wurde der Kleister wie folgt 
 hergestellt. 10 g Kartoffelstiirke wurden, wie schon friiher beschrieben *) 
- fand ‘mit 50 cem kaltem Wasser zu einer Suspension verteilt, dann in diese 450 eee 
Gift. [ kochendes Wasser gegossen und 10 Minuten mit einem hochtourigen Riihrer 
af die igeriibrt. Wihrend der 10 Minuten wurde durch eine Sparflamme die 
der ME Lemperatur auf 100° gehalten. Man erhiilt so einen vollkommen homogenen, 
8 % klimpchenfreien Kleister, der leicht reproduzierbar ist und immer dieselben 
5, di¢  vnsfluBzeiten besitzt. Nach Verlauf der 10 Minuten wurde unter stindigem 
ungel / Weiterriihren erkalten gelassen und hierauf 6,5 ccm Jodlésung zugesetzt 
S ver: |und noch 3 Minuten geriihrt. Der entstandene oxydierte Kartoffelstirke- 
Daher Meexleister unterscheidet sich diuBerlich in keiner Weise von einem unbehan- 
idelten, auch die Ausflubzeit ist dieselbe wie bei einem gewéhnlichen. Der 
Ver- so hergestellte Kleister diente dann als Substrat fiir die Messungen der 
Verfliissigung. 
toffel: B= 2. Die Messung der Verfliissigung. Zur Messung der Viscositiit 
r vel: J diente ein Viscosimeter nach Ostwald, das sich in einem Glasthermostaten 
jeder pbefand, der konstant auf 87° eingestellt war. Zur Uberwindung der inneren 
Elastizitit wurde eine Druckstufe verwendet, mit einem Niveauunterschied 
3 Pvon 120 cm. 
ce Der Ansatz fiir den Abbau wurde so gemacht, da8 in einem Kélbchen 
n An. 50cem Kleister mit 5 cem Pufferlésung durch Ejnhingen in den Thermo- 
Jisco- F staten auf die Temperatur von 87° gebracht wurde und hierauf das Enzym 
baues | Z4gesetzt wurde. Nach dem Durchmischen wurden 10 cem des Verdauungs- 
nee “gemisches in das Viscosimeter gefiillt und die AusfluBzeit nach verschieden 
"an Danger Zeit, gerechnet vom Einbringen des Enzyms, gemessen. Der Null- 
Ver. ert, d.h. die AusfluBzeit zur Zeit Null wurde so bestimmt, da8 in einem 
Eni- & besonderen Versuchsansatz an Stelle des Enzyms Wasser zugesetzt wurde 
> ei: und die AusfluBzeit im Viscosimeter bestimmt wurde. 


ositiit 3. Die Einwirkung von Gersten- und Malzausziigen auf oxydierte 
ylase J Starke. Die Enzymlésungen wurden auf Kartoffelstirkekleister 
Bili F einwirken gelassen, der durch verschiedene Mengen Jodlésung 
n aui mehr oder weniger stark oxydiert war. Die Ergebnisse zeigt 
nzyn Bie Tab. 1. 

| vou Man sieht aus den angefiihrten Werten der Tab. 1 deutlich 
Hie Hemmung, die im Abbau eintritt. Bei 0,6 ccm Jod sinkt die 
Sildung reduzierender Spaltprodukte auf 13°/, herab, um bei 
HOxydation mit 0,65 ccm Jod iiberhaupt zu anterbleiben. 


- wird 
































89 Karl Mayer, 


Tabelle 1 
Ansatz: 100 cem Kartoffelstirkekleister 1°/,ig, 0,0 bis 1,0 cem n/109. 
Jodlésung, 10 cem Essigsiure-Acetatpuffer vom py 5,1 und 2 ccm Gerster. 
schrotauszug. Temperatur 37°. 




















cem zugesetzter mg gebildete Maltose nach 
Jodlésung 10 Minuten 20 Minuten | 50 Minuten | 180 Minuten 
0,0 18,5 24,2 30,2 | 35,7 
0,5 14,7 23,3 306 | 85,9 
0,6 2,4 3,4 | 5,1 6,8 
0,65 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 
0,7 0,0 0,0 00 | 0,0 
0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 
1,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 





Die Bestimmung der Zurfahme des Reduktionsvermégens wurde nae} 
Willstitter und Schudel in 10 ccm des Ansatzes bestimmt. 

Aber nicht nur die Amylase der Gerste ist unwirksam gegen. 
iiber oxydierter Stiirke, sondern auch die des Malzes, wie di 
Tab. 2 zeigt. Es besteht somit in dieser Hinsicht kein Unter 
schied zwischen a@- und #-Amylase, denn beide sind unwirksan 
gegeniiber oxydierter Starke, was besagt, daB beide, um iiber 
haupt einwirken zu kénnen, eine freie endstaindige Aldehydgrupp 
als Haftstelle bendtigen. 


Tabelle 2 











Ansatz: Wie bei Tab. 1, nur wurden immer 0,7 ccm Jodlésung wR” 
gesetzt. ; : 
mg gebildete Maltose nach a i 
Enzym 10 Minuten | 20 Minuten | 40 Minuten | 60 Minutes J war 
ohne | mit | ohne mit | ohne | mit ohne! mit Joi ee 


Malz I 15,3 | 0,0 | 25,3 | 0,0 | 330 | 0,0 | 358) 00 I 
Malz II | 11,3 | 0,0 19,1 | 0,0 | 392) 00 } 
Malz IIT | 7,8 | 00 14,1 | 00 | — | — | 21,7] 00 f= 
Malz IV 11,5 | 0,0 | 19,7 | 0,0 | | | 25,0 | 0,0 ie 

6,4 


Malz V 0,0 14,2 | 0,0 | 36,2 | 0,0 | 46,6 0,0 





4. Die Messung der Verfliissigung. — a) Die Verfliissigut F 
durch Gerstenschrotauszug. Gerstenschrotauszug ist ve— 
hiltnismiBig arm an verfliissigendem Enzym. Wie die Tab. f™ 
zeigt, kommt man bei der Verwendung kleinerer KEnzymmengt Ry 
zu einem geradlinigen Verlauf der Reaktion, was man bei VeR™ 
wendung von Malzlésungen nicht erreicht. 






Ho 









Uber die Stirkeverfliissigung 33 


Tabelle 3 


q Ansatz: 50 ccm 2°/,igen oxydierten Kartoffelstirkekleister, 5 cem 
/p/1-Essigséure- Acetatpuffer von pg 5,1, Enzymlésung. Die Temperatur war 
wihrend der Verdauung und der Messung stets 37°. 








































_— scm ene ne Nn 7 seem rece 
i ' Reaktionszeit Abnahme der AusfluBzeit in Sekunden bei 
Inuten ; : : 

in Minuten 2 ¢ ecm _Enzym | leem Enzym | 0,5 ecm Ensym 

5 = aireeeenene wanna neni — 
59 5 “110 | 5,8 | 3,0 
6,8 4 10 16,6 | 11,0 | 6,0 
0,0 15 18,6 | 15,2 | 8,8 
0,0 20 21,0 | 17,8 | 11,6 
00 - 30 24,8 | 21,2 | 17,0 
0.0 40 26,4 | 24,2 21,2 

60 30,2 | 27,6 | 24,8 
de nac| 


b) Die Verflissigung durch Malz. Die Malzlésungen, 

Segel- aie aus verschieden lange gekeimter Gerste durch Extraktion mit 
vie di mder 5fachen Menge Wasser gewonnen wurden, zeigen alle eine 
Unter. B ncleich héhere verfliissigende Wirkung als Gerstenschrotauszug. 
irksan Schon bei einem Extrakt nach 24stiindiger Keimung ist der 
| ibe BR Gehalt an verfliissigendem Enzym ein sehr hoher. Fiir die 
grup: Messung der verfliissigenden Wirkung wurden Enzymmengen ge- 
‘nommen, die ungefiihr gleiche verzuckernde Wirkung gegeniiber 
Boslicher Stirke zeigten. Die Viscosititsabnahmen sind in der 


ung zt pab. 4 wiedergegeben. 


Tabelle 4 


% Ansatz: 50 ecm 2°/,igen oxydierten Kartoffelstirkekleister, 5 ccm 
_f au 1 Essigsiiure-Acetatpuffer vom pq 5,1; Enzymlésung*). Die Temperatur 
inuten | yy ar wihrend der Verdauung und Messung stets 37° 

















-  Reaktionszeit Abnabme der Ausflubzeit i in 1 Sekunden 
| in Minuten - Malz I Mak | _Malz IV 
1 | 45,4 
2 | 51,6 
3 13,4 | 18,8 54,0 
6 22,7 | 27,6 
7 | 56,0 
10 33,0 | 36,4 56,2 
15 38,6 | 41,0 57,2 
20 41,8 | 48,4 | 
30 44,8 | 46,6 | 





*) Die verwendeten Mengen Enzymlésungen waren folgende: 
Malz I: 1,66cem, Malz III: 0,88 cem, Malz IV: 0,35 cem. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 3 
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In der Tab.5 sind die Viscosititsabnahmen bei verschiedenen 


Malzmengen eingetragen. Man sieht, daB die Enzymkonzentratioy 
im Malz so groB ist, daB man selbst bei den kleinsten Enzym. 
mengen keinen geradlinigen Verlauf der Reaktion erhalt, sondern 
die Reaktionsgeschwindigkeit ist noch so groB, dab am Beginn 
der Einwirkung unverhialtnismiBig schnell abgebaut wird. 


Tabelle 5 


Der Ansatz ist genau wie bei Tab. 3 und 4. 

















Reaktionszeit Abnahme der AbfluBzeit in Sekunden bei 

in Minuten 002 | 005 | 0,01 | 0,2cem Enzym 
9 "a a ia | 39,7 
3 aa fo | 7 
5 a | : 47,0 | 51,0 
6 40,0 - | wi | A 
q - ~ — 54,0 
Sd. ae ae 
10 44,2 | wie 58,6 | we 
15 46,6 | 51,8 — | 56,6 
17 — 55,4 oe 
30 51,4 a 





Die Werte der oben angefiihrten Tab. 5 ergeben, daB zwischen 
Enzymmenge und Viscosititsabnahme keine Proportionalitat be- 
steht. Wohl besteht diese aber bei der Verfliissigungswirkung 
durch Gerstenschrotauszug. 

Die folgende Tab. 6 soll zeigen, da& bei der Verfliissigung 
keine Anderung der Jodfarbe eintritt. Es wurden im Leifo die 
Extinktionskoeffizienten des mit Jod blau gefiarbten Abbav- 
gemisches bestimmt. Die Messung wurde so vorgenommen, dab 
zu 10 ccm einer n/10 HCl-Lésung, die 0,2 ccm n/100 Jodlésung 
enthielt, 0,5 ccm des Abbaugemisches zugesetzt wurden. Die 
dabei entstehende blaue Jodfarbe ist sehr bestiindig, und es ist 
durchaus méglich, die Bestimmungen erst 12 Stunden spiater zu 
machen, da die blaue Farbe ohne weiteres solange bestindig ist. 
Zur Kontrolle wurden die Extinktionen bei einem Abbau von 
unbehandelter Starke gemessen. Hier sieht man das deutliche 
Abklingen der Intensitit der Farbe, die mit der Zunahme a! 
Reduktionsvermégen einhergeht. 
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Tabelle 6 


Ansatz: 100 ccm 1°/,iger Kartoffelstirkekleister (in dem einen Falle 
mit 0,65 cem n/100 Jodlésung versetzt) 10 cem n/1 Essigsiure-Acetatpuffer 
Fyom pq 5,1, 2 ecm Gerstenschrotauszug. Temperatur 37°. Lichtfilter im 




















 Leifo: 530. 
ee ; Verzuckerung; Verbrauch = 
; Reaktionszeit an ccm n/10 Jod Extinktionskoeffizient 
in Minuten om > neee : 
ohne Jod mit Jod ohne Jod | mit Jod 
0 0,312 | 0,286 1,37 | 1,37 
10 0,983 0,287 1,24 1,37 
30 1,741 | 0,284 1,17 | 1,37 
60 1,943 | 0,286 1,12 | 1,37 








Tabelle 7 


Ansatz: Zu den normalen Ansiitzen fiir die Messung der verfliissigenden 
| Wirkung wurden immer 5 cem der verschiedenen Citratpuffergemische zu- 
| gesetzt. Temperatur 37°. Die Einwirkungsdauer war 5 Minuten. 
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5. Abhangigkeit der Verfliissigung vom p,. Die Abhangigke; ; 
der verfliissigenden Wirkung vom p,, zeigt die Tab. 7 und dich 
graphische Darstellung der Figur. Wie bei allen Enzymen dyf 
Malz- bzw. Gerstensystems liegt das Aktivitaitsoptimum ungefih, — 


bei einem p,, von 5. 


Die weitere Untersuchung der Verfliissigungserscheinunge 


soll der Gegenstand folgender Arbeiten sein. 


Zusammenfassung 


In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode ausgearbeitet, F 
die es gestattet, die Verfliissigung von Stirkekleister mit Enzyn.f 
lésungen zu bestimmen, die auch noch verzuckerndes Enzm§ 


enthalten. 

Dies wird dadurch erreicht, da8 als Substrat fiir die Messuns 
der Stirkeverfliissigung mit Jod oxydierte Stirke verwendet wird 
die durch die verzuckernden Amylasen nicht angegriffen wird 


F du 


Ul 
g W 
Ul 


F169 








ngigkeit : 
und dick 


men def 


ingefiihr E 


inungen fe 


arbeitet, i 


Synthese des 4,4’-Dimethy]-3,3'-diathyl-5, 5 -diamino- 
pyrromethens’) 
Von 


Hans Fischer und Herbert Guggemos’) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1939) 


Enzyn- § 


Enzyn & 


Mlessung 
at wird, 
n wird. 


Vor kurzem beschrieben wir Oxy-amino-pyrromethene*), die 
f durch gute Krystallisationsfahigkeit ausgezeichnet sind, aber 
'groBe Indifferenz und leichte Zersetzlichkeit aufweisen. Ihre 
‘Uberfihrung in krystallisierte Dioxypyrromethene gelang nicht. 
Wir versuchten nun, Diamino-pyrromethene zu erhalten durch 
' Ubertragung des Curtiusschen Abbaues auf «,«’-dicarbithoxylierte 
' Pyrromethene und Pyrromethane. 

_ H. Fischer und P. Ernst‘) erhielten nun aus den Mutter- 


i laugen, die bei der Bromierung des Kryptocarbithoxypyrrols 


_ zum ¢-Brommethyl-koérper (I) angefallen waren, in geringer Menge 
das 4, 4’-Dimethyl - 3, 3’- diithyl-5, 5’- dicarbithoxymethen - hydro- 
_bromid und daraus die freie Base (II). Es war daher naheliegend, 
'nachdem die direkte Uberfiithrung des 4,4’-Dimethyl-3,3’-diathyl- 


| 5,5’-dicarbithoxy-pyrromethans zum Methen mibflingt®), durch 
' Verkochen von Kryptocarbithoxypyrrol mit iiberschiissigem Brom 
| zum Methen zu gelangen. Tatsiichlich entsteht durch Kinwirkung 
_ von 4 Mol Brom auf das genannte Pyrrol bei 60—70° innerhalb 
Yon 12 Stunden das gewiinschte Methen in guter Ausbeute. Die 
freie Base (II) erwies sich in Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
als identisch mit dem von H. Fischer und P. Ernst erhaltenen 


_ Nebenprodukt. 


') 27. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 26. Mitteilung, 


| Diese Z. 258, 255 (1939). 


*) Dissertation H. Guggemos, Technische Hochschule, Miinchen 1938. 
*) H. Fischer, H. Reinecke u. H. Lichtenwald, Diese Z. 257, 


| 189 (1989). 





F 2 (1982), 


*) Liebigs Ann. 447, 159 (1926). 
*) H. Fischer, H. Baumgartner u. E. Plétz, Liebigs Ann. 493, 
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I sr H,C,— pants ea 
H,c,ooc—\_)}- — ates i 7 —C000,H, 





Der Curtiussche Abbau scheiterte jedoch bereits bei de 


Kinwirkung von Hydrazinhydrat. Sowohl beim Kochen unter} 
Feuchtigkeitsausschlu8 als auch im Bombenrohr konnte cin fe 
schlecht krystallisierter Kérper isoliert werden, der vermutlich & 
das Methen-dihydrazid war, sich aber nicht mit salpetriger Siur | 


in das Diazid iiberfiihren lieB und daher nicht weiter unter. 
sucht wurde. 


Durch Kochen des Brommethylkérpers I in Methanol erhielten 


H. Fischer und P. Halbig’) das 4, 4’-Dimethyl-3, 3’- diithyl. 
5,5’-dicarbathoxy-pyrromethan, welches durch Driicken mit Hyde. 


azinhydrat bei 130° in das Dihydrazid iiberfiihrt werden konnte°, 


Bequemer erwies sich einfaches Kochen des Methans mit Hydr. 


azinhydrat unter FeuchtigkeitsausschluB am Sandbad.  Daraus 4 


lie} sich mit salpetriger Saiure in Eisessig das 4, 4’-Dimethy!- 


3,3’-didthyl-5,5’-dicarbazido-pyrromethan III in guter Ausbeut: : 











gewinnen. 
n—_.- 08, O~ 
= | | gp 
ate >——cn,_—_J-_con, 
H Ht 


Verkocht man das Methan III mit Athanol, so erhalt maf 
das entsprechende Methan-diithylurethan IV. Beim Erhitze f 
iiber den Schmelzpunkt zeigt die in Pyridin—Ather  geliste a 
Schmelze das Spektrum des £,0-Diimido-atioporphyrins [I § 


Durch Umsetzen des Diazides III mit Anilin erhalt man dof” 


Methan-diphenylharnstoff V. Die Reduktion des Diazides in Kis 
essig mit Zinkstaub liefert das Methan-dicarbamid VI. 





H, im | i —C,H, a —CH, 
Iv I ry 
H,C,00C— . —CH 1, peer 
N H 
“4 H 


Py Liebigs Ann. 447, 137 (1926); 448, 11 (1926). 

*) H. Fischer, O. Siis u. F.G. Weilguny, Liebigs Ann. 481, 1°! 
(1930). 

8) W. Metzger u. H. Fischer, Liebigs Ann. 527, 26 (1937). 
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i —O,H, nell % ey 

y | | P| 

Ci, —s—0o-n—1 3 ———cn,_—_ —N—CO—N—C,H 

5 H H EA 2 ye H H 6~*5 
H H 

bei der Das Methan III reagiert leicht mit Brom unter Bildung des 


. unter fe Methens in Form des Hydrobromids, das wahrscheinlich noch 
te ei fe Perbrom enthalt. Die Uberfiihrung in die freie Base (VII) gelang 
mutlich ff mittels Pyridin—Wasser. Kin Versuch, das Hydrobromid mit 
. Siu: ammoniakalischem Ather zu extrahieren, fiihrte zu _heftiger 


unter. | Explosion. 


i —~~ 2,  BiC-7-—7- Cl, 

hielten ff m a | | 
‘hielten fF H,NOC—\__}__- cH, ——_}—CONH, 
liathyl. N N 
; Hydr. ‘ H H 
ynnte*), & H,C— —C,H, H,C,—->—— CH; 
Hydr. m N,0C | | CH———= | | CON 
Daranes Iie ii.” inn” ‘tiie, 
arals a N N 


beute 
—_ Das Methen-diazid VII lieferte beim Verkochen mit abso- 


' lutem Alkohol das 4,4’-Dimethyl-3,3’-diithyl-pyrromethen-5,5’-di- 
| iithyl-urethan (VIII), das sich mit dem von W. Metzger und 
_ H. Fischer?) auf anderem Wege erhaltenen Farbstoff identisch 
erwies, 
4 Die Reduktion des Methendiazides mit Zink in LHisessig 
t man ff fihrte wieder zum Methan-dicarbamid VI. Uberraschend war 
hitzen F das Ergebnis bei der Umsetzung mit Anilin. Dabei wurde eben- 
eliste F falls der Methan-diphenyl-harnstoff V erhalten. Es mu8 also 
s II fF erst nachtraglich Reduktion zum Methan stattgefunden haben. 
n dae Die orangerote Lésung des Methendiazides VII in Sprit gibt 
n Kis mit Natronlauge Rotfarbung und zeigt eine Absorptionsbande im 
_ Grin, die auf Zusatz von Natriumhydrosulfit wieder verschwindet, 
die ,,Pentdyopentreaktion“ ist also negativ. 

Beim Abbau des Azides VII nach H. Lindemann?) mit 
50°/,iger Essigsiiure entstand f,0-Diimido-atioporphyrin I’), das 
sich in Form von violetten Flocken abschied. Das Filtrat zeigte 
nach Zusatz von Natronlauge in der Kilte eine Absorptionsbande 

1, 19 - ') Liebigs Ann. 527, 24 (1937). 
2 *) Liebigs Ann. 462, 41 (1928); Ber. chem. Ges. 58, 1221 (1925); Helvet. 
chim, Acta 11, 2, 1028 (1928). 
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im Grin. Ein Methen-diamin-diacetat konnte aus der Lésung 
jedoch nicht isoliert werden. 

Das Methan-diazid III lait sich dagegen mit 50°/,iger Essig. 
siiure zum Methan-diamin-diacetat IX abbauen. Auch hierbei ent. 
steht, besonders bei lingerem Kochen, f,d-Diimido-itioporphyrin II 
in geringer Menge. Mit Natronlauge gibt Koérper IX Rotfiarbung 
mit einer Bande im Griin, die bei Zusatz von Reduktionsmitte] 
verschwindet, d. h. die ,,Pentdyopentprobe“ ist negativ. 

Ein iiberraschendes Ergebnis brachte die Umsetzung dieses 
Methan-diamin-diacetats beim Driicken mit verdiinnter Natronlauge, 
Ks resultierte nicht das zu erwartende Methan-diamin, sondern 
das 4,4’-Dimethyl-3,3’-didithyl-5,5’-diamino-pyrromethen (X). 


; H,C— ne BO, 1g ---29 0, 
4 CJ 
H,N—\ CH,——_J—NH, 
N N 


H H .2CH,COOH 
aA dy I [. bind EE Bo 
Alkali | | | . 
= HN— S -CH=——|_|—-NH, 
N N 
H xX 


Damit ist auch die eben erwihnte Rotfarbung zu erkliren, § 


wenn man Korper IX mit Natronlauge behandelt. Schiittelt man 
die alkalische Lésung mit Ather durch, so laBt sich im Ather 


wiederum #,0-Diimido-atioporphyrin II nachweisen. Driickt man F 


das Methan-diamin-diacetat IX unter Stickstoff und gleichzeitiger 
EKinwirkung von nascierendem Wasserstoff, der durch Zugabe von 
Aluminiumgries zur alkalischen Suspension erzeugt wurde, s0 





: 
Be 


Sp 
dai 
» lic 


erhalt man ebenfalls das Methen. Analog reagierte Athylatlésung. F 


Das rohe Diamino-methen ist violett gefiirbt. Die tiefe Farbe 
ist bedingt durch beigemengtes Imidoporphyrin. Die beiden 
Farbstoffe lassen sich durch Umkrystallisieren nicht vollstiindig 
trennen, dagegen fiihrt die chromatographische Absorptionsanalyse 
an Aluminiumoxyd zum Ziel. Das Imidoporphyrin lauft bem 
Eluieren mit Ather zuerst durch, das Diamino-methen bleibt 
am Aluminiumoxyd zunichst haften und wird anschlieBend mit 
Methanol entwickelt, 

In gereinigtem Zustand ist das Diamino-pyrromethen gelb- 
braun gefirbt. Es zersetzt sich ohne zu schmelzen bei 157' 
unter Dunkelfiirbung. Die in Pyridin geléste Schmelzprobe zeigt 
nach der iiblichen Fraktionierung iiber Ather—Salzsiure das 
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Spektrum des £,d-Diimido-itioporphyrin II. Der Ubergang in 
_ fdas Imidoporphyrin vollzieht sich bereits bei Zimmertemperatur. 
Essig. F Auch nach dem Umkrystallisieren enthilt das Methen betricht- 
1 ent. F jiche Mengen an Imidoporphyrin. Alles dies deutet auf Aut- 
yrin I oxydation am Methen X. Die Bildung des Imido-porphyrins 
arbung -mu8 sich dann unter Abspaltung von 2 Mol Ammoniak voll- 
smittel BF vichen, ahnlich, wie dies bei der Bildung von Piperidin aus dem 
' Chlorhydrat des Pentamethylendiamins der Fall ist. Dabei spielt 
dieses iu unserem Falle Autoxydation eine Rolle mit, denn auch die 
alauge, _Amino-oxy-pyrromethene verfallen ja leicht der Autoxydation, 
onder FF allerdings ohne Ubergang in Imido-porphyrine. Auffallend sind 
; ‘auch die verschiedenen Stabilititsverhiltnisse der verschiedenen 
| Pyrromethane selbst. Es besteht eine sich steigernde Dehydrie- 
| rungstendenz, ausgehend vom Dicarbiathoxy-pyrromethan (II ent- 
-sprechend), bei welchem eine Dehydrierung kaum méglich ist, 
OH ff iiber das Methan-diazid (III), welches leicht dehydrierbar ist, 
weiter zum Amino-pyrromethan, bei dem infolge Autoxydation 

' nur die Methenstufe (X) faBbar ist. 
_  Infolge der Luftempfindlichkeit und des damit verbundenen 
' Uberganges in das Imidoporphyrin ergab die Analyse des Di- 
| amino-pyrromethens keine stimmenden Werte. Insbesondere fielen 


LOsung 




















laren, | die Stickstoffanalysen stets zu niedrig aus, wofiir der Gehalt an 
{ man : Imidoporphyrin verantwortlich ist. Das Diamino-pyrromethen 
Ate | wurde deshalb in Form seines Kupferkomplexsalzes (XI) analysiert. 
lies | Dabei zeigte sich tiberraschenderweise, daB auf 1 Kupferatom 
sitiger 
e nh Te at SS ih 
e, 30 H,N—\ CH H,N—\ 3——-CH 
ysung N | C.H = | 
Harbe X ” | ‘eles 9 C,H, 
eiden / | / | 

“Ft N | HN | 
iindig & \_ | | WE 
as $ | | | CH 
ralyse NH, CH, ¥ NH ' 
bem — ti. .0.38 
bleibt fF ji | _ 
1 mit § H,N—\ 7 Ob 

: N 

gelb- ¥ | | _C,H, 
157" Fe Ci gel 
zeigt \ 
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2 Pyrrolkerne kommen, wihrend bisher bei Kupferkomplexsalzey 
der Methene 4 Pyrrolkerne auf 1 Kupferatom gefunden wurden, 
Das Komplexsalz ist auferordentlich stabil, mit Schwefelsiure 
laBt es sich nicht entkupfern. Seine Konstitution dirften wohl 
obige Formulierungen (S. 41) am besten erkliren, worauf up; 


Herr F. Endermann aufmerksam gemacht hat, der auch de, § 


Imido-porphyringehalt des Diaminomethens zuerst erkannte. 


Beim Diaminomethen wird also eine Isomerisation angenomme, 


derart, daB der Pyrroleninkern sich umlagert zu einem Maleinimi¢. 
kern, Auf diese Weise sind zwei substituierbare Imingruppe 
entstanden, und angesichts der Méglichkeit der Bildung eine 
Sechsringsystems erklirt sich gut die Komplexsalzbildung. Sie 


steht in Analogie zum Verhalten des Aldazins des 4-Methyl. § 


3,5-dicarbithoxy-2-formyl-pyrrol'), bei dem ebenfalls — allerding 


unter Neunringbildung — ein Atom Kupfer auf zwei Pyrrolring & 


eingetreten ist. 

Wahrend also hier beim Diamino-pyrromethen Komplexsalz. 
bildung leicht eintritt, konnte diese bei den Oxy-amino- pyrr. 
methenen bis jetzt nicht beobachtet werden. 


Die enorme Stabilitit des Kupferkomplexsalzes 1iBt sich durch 
die Ausbildung eines Sechsringes, der neben 2 Stickstoff- uni 
3 Kohlenstoffatomen ein Kupferatom enthalt, erkliren. Das Kupfer. 


komplexsalz lést sich mit violetter Farbe in Chloroform und bef 


sitzt eine starke Absorptionsbande bei 586,0 und eine schwache 
bei 569,0 mu. 

Versuche, das Diaminomethen zu acetylieren und benzoylieret, 
fiihrten zu dunklen, verschmierten Produkten, welche nicht kry- 
stallisierten. Ebenso erwies sich der Abbau der Aminogruppa 
durch Diazotierung, der zu einem Dioxymethen fiihren sollte, al 
unmoglich. Weder in der Kilte, noch in der Wiarme gelang « 
aus dem Diaminomethen oder dem Diamino-methan-diacetat dit 
analogen Dioxyverbindungen darzustellen. Es entstanden dunkel 
braune, wasserlésliche Schmieren, die in alkalischem Medium nacl 
Zusatz von Natriumhydrosulfit in der Hitze schwache Rotfarbuy 
gaben, d. h. die Pentdyopentprobe war positiv. Vermutlich habe 
mehrere Reaktionen nebeneinander stattgefunden, was wohl letzte. 
Endes einerseits auf den Jeichten Ubergang des Diamino-methen 
in das £,0-Diimido-itioporphyrin IT, andererseits auf die schon of 


1) Ber. chem. Ges. 61, 1069 (1928). 
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‘salzen : beobachtete Reaktionstrigheit der Aminogruppe in der @-Stellung 
‘urden, ; des Pyrrolkernes zuriickzufiihren ist. 


pay Herrn Dr. F. Endermann danken wir fiir seine Unter- 
: EE stiitzung bestens. 

if uns a V h 

h de ersuche 

. a 4,4’-Dimethyl-3,3'- diathyl -5,5’ -dicarbathoxy - pyrromethen (II). 
° _ 1g Kryptocarbithoxypyrrol wird in 2 ccm Eisessig gelést, mit 2 g (=4'/, Mol) 
yMmen |} Brom versetzt und 12 Stunden im Wasserbad auf 60—-70° erwirmt. Es tritt 
nimid. ' starke HBr-Entwicklung auf. Man verdiinnt mit dem gleichen Volumen 
“uppet | Wasser und filtriert das schlecht krystallisierte Methenhydrobromid nach 
tie ' kurzem Stehen auf Eis. Ausbeute 0,9 g Rohprodukt. Zur Darstellung der 
| See | freien Base wird das Hydrobromid in wenig heiBem Sprit gelést und mit 


. Sie fF dem gleichen Volumen verdiinntem Ammoniak versetzt. Nach dem Erkalten 
fethyl. - wird filtriert und aus Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 132—134°. Der 
- Mischschmelzpunkt mit dem von H. Fischer und P. Ernst’) erhaltenen 


ridings 
‘Hine Produkt ergab keine Depression. Ausbeute 0,4 g. 

"Es 4,475 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,068 mg CO,, 3,090 mg H,O. — 
_ 4,264 mg Subst.: 0,297 ccm N, (24°, 718mm). — 4,647 mg Subst.: 5,611 mg AgJ. 
exsalz: MB) ¢, H,,0,N, (873,25) Ber. C 67,51 H 7,83 N 7,51 OC,H, 24,13 
pyrro- - Gef. ,, 67,45 , 7,78 ,, 7,56 ‘ 22,11. 
q Verbesserte Darstellung von 4, 4’-Dimethy] -3,3’- diathyl - pyrro- 
| methan-5,5’-dicarbonsdurehydrazid. 10 g 4,4’-Dimethyl-3,3’- diathyl- 


durch 

al | 5,5'-dicarbithoxypyrromethan werden auf dem Sandbad unter Riickflu8 und 
% UN’ Ausschlu8 von Feuchtigkeit 15—18 Stunden mit der doppelten Menge Hydr- 
upter- 5 azinhydrat gekoecht. Das Ende der Reaktion ist erreicht, wenn im Kolben 


nd be {fF keine dligen Bestandteile mehr zu sehen sind und sich das Dihydrazid als 






vwache 7 feste Krystallmasse abgeschieden hat. Man spiilt mit Wasser heraus und 
| wischt mit Alkohol nach. Zur Entfernung von eingeschlossenem Dicarb- 
; | jithoxy-pyrromethan wird nach dem Trocknen im Mérser zerrieben, mit 
rlieret,® Alkohol aufgekocht und heiB filtriert. Ausbeute fast quantitativ. Schmelz- 
it kry-{&  punkt 238°. Der Mischschmelzpunkt mit auf andere Weise dargestelltem 
uppet é Material ergab keine Depression. 
Ite, alse 4,4’- Dimethyl -3, 3’- diathyl-5, 5’-dicarbazidopyrromethan (III). 
:ng o@ °° g fein pulverisiertes Methandihydrazid werden in 150 ccm Eisessig 
. |  suspendiert, mit wenig Wasser versetzt, auf 0° abgekiihlt und tropfenweise 
tat di | mit einer gesittigten waBrigen Lisung von 5 g Natriumnitrit versetzt, so 
lunkel- | daB die Temperatur nicht iiber 3° steigt. Nach Verdiinnen mit Eiswasser 
m nach wird filtriert, mit Wasser nachgewaschen und zuerst auf Ton, dann tiber 
arbung » Atznatron i. V. getrocknet. Zur Reinigung wird mit Ather aus der Hiilse 
haber extrahiert. Farblose Oktaeder und Rhomboeder vom Schmelzp. und Zers. 127°. 


: Verpufft heftig in der Flamme. Ausbeute 6,5 g. 
letzte) = 4,555 mg Subst. (bei 25° i. Hochv. getr.): 9,205 mg CO,, 2,165 mg H,0. — 
ethet 1,778 mg Subst.: 0,488 cem N, (21°, 717 mm). 
hon oft 5 C,,H,,0,N, (868,22) Ber. C 55,40 H 5,47 N 80,44 
a Gef. 5» 99,11 ” 5,32 ” 30,07. 


*) Liebigs Ann. 447, 159 (1926). 
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4,4’-Dimethyl-3,3’-diathylpyrromethan-5,5’-diphenylharnstoff (\), 
In 2 cem auf 140° erhitztes Anilin trigt man in kleinen Portionen 0,5 g 
Methanazid ein. Unter stiirmischer Stickstoffentwicklung geht dieses jn 
Lésung. Nach beendetem Eintragen des Azids erhitzt man noch 15 Minuten 
auf 150° und 1aBt erkalten. Der GefaBinhalt erstarrt zu einer festen kry. 
stallinen Masse. Diese saugt man ab und wischt mit Ather nach. Un. 
krystallisiert aus Methylalkohol. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 235°, 
Ausbeute 0,5 g. 

Die analoge Umsetzung des Pyrromethendiazids fiihrt zu demselben 
Produkt. Der Mischschmelzpunkt ergibt keine Depression. 


3,968 mg Subst. (bei 65° i. Hochv. getr.): 10,198 mg CO,, 2,414 mg H,0.-— 
3,775 mg Subst.: 0,592 ccm N, (22°, 711 mm). 


C.oH,,0,N, (498,32) Ber. C 69,88 H 6,88 N 16,87 
Gef. ,, 70,09 ,, 6,81 ,, 17,15. 


4,4’-Dimethyl -3, 3’-diathylpyrromethan-5,5’-dicarbamid (VJ) 
0,5 g 4,4’-Dimethy1-3, 3’-diithylpyrromethan-5,5’-dicarbazid werden bei ge- 
wohnlicher Temperatur in 10 ccm Eisessig gelést. Zur Losung gibt man 
allmihlich 1,7 g Zinkstaub, wobei die Temperatur 70° nicht iibersteigen 
soll. Nach Stehen iiber Nacht gibt man nochmals 0,5 g Zinkstaub zu und 
14Bt weitere 3 Stunden stehen. Hierauf wird unter Riickflu8 1 Stunde zum 
Sieden erhitzt, noch hei filtriert und der zuriickbleibende Zinkstaub mit 
Eisessig digeriert. Das Filtrat gie8t man in Eiswasser. Schon nach kurzer 
Zeit scheiden sich feine weibe Nidelchen ab, die nach Stehen iiber Nacht 
filtriert werden. Man wiischt mit Wasser siiurefrei. Zur Analyse aus Eis- 
essig umkrystallisiert. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 300°. Die Analyse 
ergab ein Molekiil Krystall—Lisessig. 

Die analoge Behandlung des entsprechenden Methendiazids ergab den- 
selben K6rper; identifiziert durch Mischschmelzpunkt. 


4,463 mg Subst. (bei 65° i. Hochv. getr.): 9,958 mg CO,, 2,920 mg H,0. — 
4,686 mg Subst.: 0,672 com N, (24°, 719 mm). 
C,,H..0,N, (376,25) Ber. C 60,60 H 7,50 N 14,89 
Gef. ,, 60,85 ,, 7,82 ,, 15,59. 


4,4’ -Dimethyl-3, 3’-diathyl-5, 5’-dicarbazidopyrromethen (V1! 
1 g vom Methandiazid i wird in 20 cem absolutem Ather gelést und ein 
UberschuB von dtherischer Bromliésung, welche 1 g Brom in 1 cem Ather 
enthilt, zugegeben. Das Methenhydrobromid scheidet sich alsbald in Form 
goldflimmernder Blittchen ab. Nach einigem Stehen wird filtriert, mit Ather 
gewaschen und iiber Atznatron im Vakuum getrocknet. Schmelzp. und Zer- 
setzungsp. 133°. Ausbeute quantitativ. Verpufft heftig beim Erhitzen. Un- 
léslich in den gebriiuchlichen Lisungsmitteln. Die Analysen lieBen keinen 
Schlu8 auf ein einheitlich zusammengesetztes Hydrobromid zu. 

1 g Hydrobromid wird in 20 cem Pyridin gelést und unter Eiskiihlung 
und Turbinieren tropfenweise mit 30 ccm Wasser versetzt. Diese Operation 
muB vorsichtig ausgefiihrt werden, um Verschmierung zu vermeiden. Das 
ausgefallene freie Methendiazid wird abfiltriert und mit Wasser gewaschet. 
Ausbeute 0,7 g. Zur Analyse aus Ather umkrystallisiert. Rote Nadeln von 
Schmelzp. und Zersetzungsp. 130°. Verpufft heftig in der Flamme. 
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; 4,595 mg Subst. (bei 30° i. Hochv. getr.): 9,317 mg CO,, 2,075 mg H,O. — 
| 1,526 mg Subst.: 0,451 cem N, (25°, 719 mm). 
: C,;H,,0,Nz (366,20) Ber. C 55,71 H 4,95 N 30,60 

Gef. ,, 55,30 ,, 5,05 ,, 32,03. 


4,4’-Dimethyl-3,3’-diathylpyrromethan-5,5’-diathylurethan (IV). 


| 15g 4,4’- Dimethyl - 3, 3’-diiithyl-5,5’-dicarbazido-pyrromethan werden mit 
' 20 cem absolutem Alkohol am RiickfluB 12 Stunden auf dem Wasserbad ge- 
| kocht. Nach Einengen der Lésung und Stehen auf Eis erstarrt der Gefib- 
y inhalt. Man saugt ab und wischt mit Ather nach. Schmelzp. 124—125° 
' Ausbeute 1,4 g. Mit Brom in Eisessig oder iiberschiissiger Natronlauge 


Ce ee 


SC Foe 







(Hypobromid) Rotfirbung und Absorptionsbande bei etwa 525 mu. 
4,845 mg Subst. (bei 65° i. Hochv, getr.): 11,045 mg CO,, 3,421 mg H,O. — 
2,189 mg Subst.: 0,350 ccm N, (24°, 722 mm). 
C,,H,.0,N, (404,28) Ber. C 6233 H 7,98 N 13,86 
Gef. ,, 62,17 ,, 7,90 ,, 18,70. 


4, 4’-Dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen-5, 5’-diathylurethan (VIII). 


1 g Diazidopyrromethen wird in 10 ccm absolutem Alkohol 12 Stunden unter 


RiickfluB am Wasserbad gekocht. Nach Absaugen im Vakuum bis zur 
 Trockne hinterbleibt ein roter Lack, der mit Ather aus der Hiilse extrahiert 
wird, Schmelzp. 147°, Mischschmelzpunkt mit dem auf andere Weise er- 
_haltenen Produkt ergibt keine Depression. 


Verkochen des 4,4’-Dimethyl-3, 3’-diathy1-5, 5’-dicarbazido-pyrro- 


| methens XII mit 50°/,iger Essigsaure. 1 g 4,4’-Dimethyl-3,3’-diathyl- 
| 5,5'-dicarbazidopyrromethen wird in 12 ccm 50°/,iger Essigsiiure bis nach 
_ beendeter Gasentwicklung (etwa 1 Stunde) auf siedendem Wasserbad er- 
 hitzt. Dabei scheidet das gebildete Diimidoporphyrin in violetten Flocken 


aus, welches abfiltriert wird. Die Mutterlaugen haben nach Zusatz von 
Natronlauge starke Absorption bei 525 mu. Nach Absaugen der roten 
Lisung im Vakuum iiber Atznatron hinterbleibt ein roter Sirup, der nicht 
krystallisiert. 

4,4’-Dimethy1-3,3’-diathyl-pyrromethan-5, 5’-diamin-diacetat (IX). 
)g Methandicarbazid werden in 60 cem 50°/,iger Essigsiure ungefihr 
1 Stunde auf siedendem Wasserbad erhitzt. Unter Stickstoffentwicklung 


| tritt Lésung ein. Nach dem Einengen im Vakuum iiber Atznatron hinter- 
' bleibt ein dunkler Krystallbrei, der mit Aceton verrieben wird. Nach 







mehrmaliger Wiederholung wird filtriert und bis zur Entfirbung mit Aceton 


' nachgewaschen. Zur Analyse wird in absolutem Alkohol gelést und mit 


absolutem Ather gefillt. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 185° (unscharf). 
Zersetzungspunkt ab 130°. Ausbeute 2 g. 


4,330 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 9,532 mg CO,, 3,200 mg 


H,O. — 8,645 mg Subst.: 0,508 cem N, (24°, 719 mm). 


C,9H;,,0,N, (380,28) Ber. C 59,95 H848 #£xN 14,73 
Gef. ,, 60,04 »» 3,27 » 15,15. 


In Natronlauge, Chloroform, Sprit, sowie in Wasser beim Erwirmen 


# Rotfirbung und Absorption bei etwa 525 mu. Bei lingerem Kochen mit 
_ Wasser entsteht 9, d-Diimidoitioporphyrin II. 
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4,4’-Dimethyl-3,3’-diathy1-5,5’-diamino-pyrromethen (X). 1 ¢ Dj. 
amino-methan-diacetat [IX wird mit 20 cem 4°/,iger Natronlauge 2 Stunden 
am siedenden Wasserbad unter hiufigem Umschiitteln erhitzt. Es scheidet 
sich an der GefiBwand ein lackartiges, dunkles Produkt ab, das nach dem 
Erkalten der Lésung abfiltriert, mit Wasser gewaschen und iiber Atznatron 
getrocknet wird. Dieses Rohprodukt wird in kaltem Methanol gelést und 
filtriert, das Filtrat stark eingeengt, mit Ather aufgenommen und an Alv- 
miniumoxyd chromatographiert. Zuniichst wird mit Ather entwickelt. Das 
Imidoporphyrin liuft als erster Farbstoff mit violetter Lésung ab, dicht 
gefolgt von einer zweiten gelbbraunen Zone, die keine nennenswerte 
Menge an Methen enthilt. Mit Ather wird so lange entwickelt, bis dieser 
farblos abliuft. 

An der Siule bleibt im oberen Teil noch eine dritte Zone haften, 
welche braun gefirbt ist und mit Methanol ausgewaschen wird. Nach 
dem Filtrieren und Einengen der Lésung scheidet sich das Diamino- 
methen ab. Nach dem ‘Trocknen iiber Atznatron wird zur weiteren & 
Reinigung aus der Hiilse mit Ather-Petrolither extrahiert. Gelbbraune. the 
luftempfindliche Nadeln. Zersp. 157°. Die in Pyridin geléste und _ iiber 
Ather-Salzsiiure fraktionierte Schmelzpunktsprobe zeigt das Spektrum des 
3,0-Diimido -iitioporphyrin II]. Da die Substanz luftempfindlich ist, wurde 
sie in Form eines Komplexsalzes zur Analyse gegeben. aC 


Kupferkomplexsalz des Diamino-pyrromethens (XI). 100 mg Di- & jg} 
amino-pyrromethen werden in wenig Pyridin gelést und mit einer konzen § 00. 
trierten methylalkoholischen Kupferacetatlésung am Wasserbad 1 Stunde & |. 
erhitzt. Man gibt das Ganze in Chloroform, wischt mit Tproc. Salzsiure | Pla 
und Wasser durch, trocknet die Lisung und engt sie ein. Durch Zugabe J um 
von Methanol wird das Kupferkomplexsalz ausgefillt. Umkrystallisieren “Sta 
aus Chloroform-Methanol. Violette Nadeln. Schmelzpunkt iiber 350°. Aus- ay 
beute 20—30 mg. a 2.8 

3,306 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 6,880 mg CO,, 2,012 mg H,0, e 
0,827 mg CuO. — 2,350 mg Subst.: 0,364 cem Ng (21°, 721 mm). . 


C,;HaN,Cu (319,77) Ber. C 56,29 H 6,30 N 17,52 Cu 19,88 
Gef. ,, 56,34 ,, 6,81  ,, 17,05 9 19,99. 


Spektrum in Chloroform: I. 589,0—583,0 If. 569,0. 
586,0 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
58. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1939) 


' Uber das Verhalten der Diketohydroxamsaure C,,H,,.NO, und anderer 
; Hydroxamsauren gegen alkalische Permanganatlosung 


_ Wie friiher gezeigt wurde, kann der sogenannten e@-Siure 

aC, ,H,,N,0,, das Strukturbild I zuerteilt werden!). Die Formel 
“ist gut gestiitzt, unsicher ist nur die Stellung der NH- und der 

5C0- -Gruppe 1m Lactamring, diese Gruppen “miiBten u. U. ihre 
'Plitze wechseln. Die «-Siure lat sich in eine isomere (-Siure 
 unlagern, fiir die das Symbol II angenommen worden ist?). 
; Statt der Gruppe —CO—N(OH)}-CO— ist u. U. die Gruppierung 


- -C(: NOH)—O—CO— zu setzen. Der Ubergang der a«-Siiure in die 


q up- -Siiure wiirde sein Analogon besitzen in der Umwandlung des 


a-Nitrocamphers in das Camphoryloxim [Oxim des Camphersaure- 
 anhydrids; Lowry*)}. AuBer anderen Unterschieden zeigen die 
beiden isomeren Siuren ein abweichendes Verhalten gepentiber 
Salkalischer Permanganatlésung: beide Siuren werden durch dieses 
: Oxydationsmittel oxydiert; wihrend aber hierbei die a-Siure keine 
. ‘Spur von Gasentwicklung erkennen laBt, liefert die @-Saure in 
-etheblicher Menge ein farbloses Gas, dessen vorliufige Unter- 
' suchung ergab, daB es giinzlich oder doch im wesentlichen aus 
“treiem Stickstoff bestehen muBte. Es sind ferner die sogenannten 
| Aminosiuren A und B, deren Formeln sich von I baw. Il nur 
Pdadurch uniterschaiden , daB in beiden Fallen der Lactamring 
: “hydrolytisch aufgespalten ist, mit alkalischer Permanganatliésung 


| behandelt worden. Die hesiwaitilin A verhilt sich hinsichtlich 


) Sasentwicklung ebenso wie die «-Siure negativ, wahrend die 


') Diese Z. 246, 260 (1937). 2) Diese Z. 248, 176 (1937). 
*) J. chem. Soc. Lond. 73, 999 (1898). 
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Aminosaiure B Gasentbindung zeigt. Das aus der Siure B ent. 
bundene Gas ist zwar noch nicht naher geprift worden, kan 
aber mit groBer Wahrscheinlichkeit auch als Stickstoff ange. 
sprochen werden’), Das nach Abspaltung des gasférmigen Stick. 
stofis restierende stickstoffhaltige Produkt ist bei der (-Siur 
noch nicht in reiner Form erhalten und deshalb noch nicht nihe 
gekennzeichnet worden, bei der Aminosiiure B ist die ent. 
sprechende Verbindung wegen zu geringer Menge iiberhaupt noch 
nicht untersucht, also auch nicht auf Stickstoffgehalt gepriif 
worden. Beziiglich der Herkunft des Stickstoffgases ist angenommen 
worden, daB es aus beiden stickstoffhaltigen Gruppen des Mole. 
kiils der f-Siure bzw. der Aminosiure B stammt. 

Um den Mechanismus der merkwiirdigen Gasbildung aufz. 
kliren, sind eine Reihe stickstoffhaltiger Derivate von Gallen. 
siuren auf Stickstoffentwicklung bei der Oxydation mit alkalische: 
Permanganatlésung gepriift worden. Diese Derivate lieferten ext. 
weder tiberhaupt kein Gas oder nur minimale Mengen, nur eine 
von ihnen lie8 in erheblichem Umfang eine Gasentwicklung er. 
kennen: die Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O, (III). Es liet 
sich in diesem Falle auch, wie in der letzten Mitteilung’) be. 
schrieben, das stickstofffreie Reaktionsprodukt in reiner Form 
gewinnen und mit der bekannten Ciliansiure identifizieren. Ferner 
bestand das Gas hier nicht nur aus Stickstoff, sondern enthiel 
in groBer Menge einen in Wasser leicht léslichen Bestandteil 
allem Anschein nach Stickoxydul. Die stickstoffhaltigen Gruppe 
der Saure III diirften gréBtenteils als Nitrit aboxydiert werden; 
die Bildung der Gase ist so erklirt worden, ohne damit ander 
Méglichkeiten ausschlieBen zu wollen, daB die beiden genannten 
Gruppen nach dem in der letzten Mitteilung angenommenel 
Schema miteinander reagieren, worauf dann die Abspaltung vol 
N, und N,O erfolgt. In einer bei der Korrektur hinzugefiigter 
Anmerkung ist aber bereits darauf hingewiesen worden, daf nach 
noch nicht abgeschlossenen Versuchen anscheinend nur di 
Hydroxam-(Hydroxim-)siiuregruppe an der Gasentwicklung beteiligt 
ist. Diese Versuche wurden inzwischen zu Ende gefiihrt und solle 
im folgenden mitgeteilt werden. Aus der Oximinoketohydroxan: 
siiure IIT 14Bt sich naimlich, wie friiher*) beschrieben, durch vor 
sichtige Hydrolyse eine Diketohydroxamsiure C,,H,.NO, (IV) ge 
winnen, und diese Siure IV liefert mit alkalischer Permanganat: 


1) Diese Z. 253, 247 (1938). *) Diese Z. 261, 273 (1939). 
3) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 183, 95 (1929). 
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‘Jésung ebenfalls in erheblichem Umfang Gas, das aber hier im 


wesentlichen aus Stickstoff, dem Stickoxydul nur in kleiner Menge 
beigemischt ist, zu bestehen scheint. Wie zu erwarten war, konnte 


‘auch hier als _ stickstofffreies Oxydationsprodukt Ciliansiure 
'jsoliert werden. Wenn man will, kann man in dem Ubergang der 
' Verbindung IV in Ciliansiure eine 5. Bildungsweise dieser Siure 
‘sehen, sie liuft aber, ebenso wie die 4., auf die 1. (aus Bilian- 
'siure) hinaus (vgl. die letzte Mitteilung). — Die Gasbildung aus 
‘einer Hydroxamsiure kann man sich in verschiedener Weise vor- 
i stellen, etwa so, daB die Hydroxamsiuregruppe oxydativ gespalten 


wird in eine Carboxylgruppe, und das sehr unbestiindige Dioxy- 
ammoniak bzw. dessen Anhydrid Nitroxyl: —C(:0)-NHOH 
> COOH + (OH),NH (bzw. O = NH). Das Nitroxyl kénnte 


‘sich dann dimerisieren zu einer labilen Verbindung H,N,O, 
| {Nitrosohydroxylamin, N(NO)H.OH oder dergl.] und diese in 
' Stickoxydul und Wasser einerseits, in Stickstofi und Wasser 
andererseits zerfallen, wobei dann im letzteren Falle das iibrig 


bleibende Sauerstoffatom zu. oxydativen Zwecken Verwendung 


‘finden wirde}), denn freier Sauerstoff ist in dem entbundenen 


Gas nicht oder nur in sehr kleiner Menge vorhanden. Die Gas- 


| bildung stellt aber offenbar nur eine Neben- oder Teilreaktion 
‘dar, in der Hauptsache wird die Hydroxamsiuregruppe wohl so 
| oxydiert, daB sich neben der Carboxylgruppe salpetrige Saure 
‘(als Nitrit) bildet: —C(OH) = NOH —-> —C(OH) = 0 + O = N—OH. 
' In dem Falle einer im iibrigen stickstofffreien Hydroxamsiure wie 
| Siure [IV kann also das entbundene Gas nur aus der Hydroxam- 
 siuregruppe stammen, aber auch bei der Oximinoketohydroxam- 
F siure III ist es zweifelhaft, ob an der Gasentwicklung auBer der 
_ Hydroxamsiuregruppe auch die Ketoximgruppe beteiligt ist. Jeden- 
‘falls liefert eine Verbindung, welche dieselbe Ketoximgruppe wie 
> die Sure ITI enthilt, Biliansiiure-oximlactam (Formel wie 1, nur an 
| Stelle der CO-Gruppe in Ring B die Gruppe }C = NOH und an 
| Stelle der Gruppe )C=NO,H desselben Ringes die Methylen- 
| gruppe) mit alkalischer Permanganatlésung gar kein Gas. Es wird 
' nun auch verstindlich, weshalb bei der #-Siure II eine Gas- 
' entbindung stattfindet, denn die in Ring B angenommene Grup- 
> pierung —CO—N(OH)—CO— bzw. —C(: NOH)}-O—CO-— (vgl. oben) ist 
/ ja nichts anderes als eine anhydridartige Vereinigung einer 
' Hydroxamsiiuregruppe mit einer Carboxylgruppe. Durch die Lauge 


ce 
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’) Vgl. A. Hantzsch u. A. Sauer, Liebigs Ann. 299, 73 (1898): Zerfall 


des Isonitraminurethanb enzylithers in Stickstoff, Benzaldehyd usw. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 4 
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wird dieses Anbydrid gespalten und die Hydroxamsiuregruppe 
durch das Permanganat dann weiter verandert. Die Gasbildung 
kann somit andererseits als eine Stiitze fiir die Formel II der 
f-Siure angesehen werden. Der Lactamstickstoff wird nicht, wie 
friiher angenommen wurde, an der Gasbildung beteiligt sein, dem 
entspricht auch, daB das nach Abspaltung des freien Stickstoff 
restierende Produkt noch Stickstoff enthalt, der eben auf die 
NH-Gruppe des Lactamringes zu beziehen sein wird. Auch bei 
der Aminosaure B diirfte das entbundene Gas wohl nur aus dem 
Ring B und nicht auch aus der Aminogruppe stammen. — An. 
gaben iiber das Verhalten von Hydroxamsiuren gegen alkalische 
Permanganatlésung hinsichtlich Gasentwicklung liegen in dem 
Schrifttum anscheinend nicht vor. Die Diketohydroxamsiure IV 
ist ein Vertreter der Hydroxamsiuren der hydroaromatischen 
Reihe; um zu priifen, ob es sich bei der Gasbildung der Hydroxan. 
siuregruppe um eine allgemeine Reaktion dieser Gruppe handelt, 
sind noch je ein Vertreter der aliphatischen (Acethydroxamsiure 
und der aromatischen Reihe (Benzhydroxamsiure) auf ihr Verhalten 
gegeniiber alkalischer Permanganatlésung untersucht worden. Beide 
Praparate verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von Herrn Kollegen 
C. Weygand, der sie in der Organischen Abteilung des hiesigen 
Chemischen Laboratoriums herstellen lieb. Beide Hydroxamsiuren 
entwickelten mit alkalischer Permanganatlésung Gas, das in beiden 
Fallen in Wasser zum allergréBten Teil sich léste; es bestand 
also wohl im wesentlichen aus Stickoxydul, dem nur eine kleine 
Menge Stickstoff beigemischt war. Es riihrt dies wohl daher, dab 
die nach Zersetzung der Hydroxamsiuregruppe restierenden Ver- 
bindungen Essigsiéure und Benzoesiure schwer oxydabel sind und 
aus diesem Grunde die oben angenommene labile Verbindung 
H,N,O, in Stickoxydul und Wasser zerfallt, wihrend sie bei 
Gegenwart leichter oxydabler Substanzen wie im Falle der Gallen- 
siurederivate in mehr oder weniger groBem Umfang neben Wasser 
Stickstoff liefert. DaB auch bei der Acet- und Benzhydroxamsiure 
etwas Stickstoff gebildet wird, ist vielleicht auf eine in geringen 
Umfang sich vollziehende Oxydation von Nitrit zu Nitrat zu be 
ziehen. Wie schon in der letzten Mitteilung hervorgehoben wurde, 
sind die Gesamtgasmenge sowohl als auch das Verhiltnis des 
Stickstoffs zum Stickoxydul je nach den Versuchsbedingunget 
Schwankungen unterworfen. Auch bei der #-Saéure II und bei det 
ihr entsprechenden Aminosiure B diirfte neben Stickstoff Stick- 
oxydul gebildet werden, wenn auch nur in verhidltnismibig kleiner 
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Menge, so daB es in der alkalischen Permanganatlésung gelést 





‘bleibt. Eine genaue Analyse des Gases ist bisher noch in keinem 
Falle vorgenommen worden; die friiher und auch jetzt wieder 
ausgefiihrten Garréhrchenversuche sollen nur zu einer vorliiufigen 
'Orientierung dienen. 
: Nach dem Vorstehenden handelt es sich bei der Gasent- 
'wicklung unter dem Einflu8 alkalischer Permanganatlisung um 
feine allgemeine Reaktion der Hydroxamsduren. — In der 
Sletzten Mitteilung ist die wohl noch nicht endgiiltig im verneinen- 
‘den Sinne entschiedene Frage kurz gestreift worden, ob durch 
'Bakterienwirkung aus organischem stickstoffhaltigen Material un- 
mittelbar elementarer Stickstoff gebildet werden kann. Sollte eine 
‘solche Stickstoffbildung in der Natur vorkommen, so ist daran 
»zu denken, daB Hydroxamsiuren Zwischenprodukte bei einer der- 
-artigen Reaktion sein kénnten. 
: NH———CO NH——CO 
4 | | | | 
CH, C om ¢ 
, | . | | c,H,-cooH | | 
a eo -, CH, CH, CH C 
. ft ge Le 
.  §6Ch, ‘ x: CH, ¢ ie 
4 | | | 5 ee 
a boon CH CO COOH CH CO 
x i a ra | | 
q COOH ©:NO,H HOOG CO—-—N.OH 
‘ a-Séure, C,,H,,N,0,o. §-Siiure, C,,H,,N,0,o. 
i Pe co 
: is Gi, 
@ | | | | 
Bs Ee wy See 
ai 
a CH . ea - C OH 
| | | | 
COOH CH C:NOH COOH CH CO 
0:C-NHOH GH, 0:C0-NHOH i, 
Oximinoketohydroxamsiure, Diketohydroxamsiure, 
C,,Hs,.N,0,. C,,Hs,;NO,. 


Beschreibung der Versuche 
: Die Herstellung der Diketohydroxamsiure IV (aus der Oximinoketo- 
4 hydroxamsiiure IIT) erfolgte nach der in der 44. Mitteilung') angegebenen 
p Modifikation der urspriinglichen Vorschrift. Um festzustellen, ob das 








') Diese Z. 280, 205 (1934). 
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erhaltene Priparat frei von unveriindertem Ausgangsmaterial war, wur j 
eine bei 110° getrocknete Probe nach Dumas verbrannt, sie erwies i 
als rein. 

0,1712 g Subst.: 4,4 cem N (17°, 756,1 mm). 


C.,HyNO, Ber. N 3,01 C,,H,,N,0,. Ber. N 5,88  Gef. N 3h) 


Die Gasversuche wurden wieder in Girréhrchen vorgenommen ; 
genau der gleichen Weise, wie in der letzten Mitteilung und friiher } 
schrieben, weshalb sich weitere Angaben eriibrigen. 0,2 g der Siure] 
lieferten im geschlossenen Schenkel 1,6 ccm Gas, reines Wasser verringenf. 
das Volumen auf 1,3 cem. Durch alkalische Pyrogallollésung fand nur ei 
geringfiigige weitere Volumverminderung, durch ammoniakalische Kupfaf” 
chloriirlésung keine Verdnderung statt. Eine Wiederholung des Versuchi 
mit wiederum 0,2 g Substanz zeitigte ungefihr das gleiche Ergebnis. — Auf” 
die Isolierung des stickstofffreien Oxydationsproduktes (Ciliansdure) df” 
Siure IV gestaltete sich in derselben Weise wie der in der letzten Mie: 
teilung beschriebene, mit der Oximinoketohydroxamsiure III bei gewih 
licher Temperatur vorgenommene Oxydationsversuch, nur wurden iif) 
Mengen des Permanganats und der Lauge geringer bemessen. DemgenilR, 
brachte man 0,4 g der Sdiure IV mit einer Lésung von 1,15 g Kaliumperf 
manganat in 28 ccm 10 °/,iger Natronlauge zusammen. Unter Gasentwici 
lung und Reduktion des Permanganats erwirmte sich die Mischung schwach, 
nach 8—4 Tagen war Entfirbung eingetreten, nach im ganzen 5 Tagale 
gab man Natriumbisulfit und Schwefelsiiure hinzu und erzeugte auf dicy 
Weise eine farblose gallertige Fillung. Durch Erhitzen brachte man si 
wieder in Lésung, worauf sich beim Erkalten das Produkt in krystallinische 
Form abschied. Nach lingerem Stehen wurde die ausgeschiedene Masy 
scharf abgesaugt und aus salzsiiurehaltigem Wasser umkrystallisiert. Die 
erhaltenen Formen erinnerten sofort an Ciliansiure: teils kugelige Aggregat IR 
von feinen radiir gestellten Prismen, teils ein Filzwerk von haarfeinen 2 
bogenen langen Nadeln. Ausbeute mindestens 0,13 g (nach 1 maligem Une 
krystallisieren). Die Substanz schmolz unter Zersetzung bei 242° und gab 
bei der Mischprobe mit notorischer Ciliansiiure keine Depression. 

Die Versuche mit der Acet- und Benzhydroxamsiiure wurden euch if): 
Girréhrehen vorgenommen, und zwar léste man auch hier die Substanza 
in 10°/,iger Natronlauge und fiigte feingepulvertes Kaliumpermangani & 
hinzu. In beiden Fiillen bestand das entbundene Gas allem Anschein nach 
gréBtenteils aus Stickoxydul, und nur ein kleiner Rest war offenbar Stick si 
stoff. So wurden in einem Versuch mit der Acethydroxamsiure von 3,0 cca” 
Gas durch reines Wasser 2,5 ccm entfernt. Ahnlich verliefen die Versuch: 
mit der Benzhydroxamsiure: z. B. wurden von 2,0 cem Gas durch Wasse! 
1,7 cem zum Verschwinden gebracht. Alkalische Pyrogallollésung fiihrte 
bei beiden Sduren nur eine geringfiigige weitere Volumverringerung herbe. 
Wegen der betrachtlichen Léslichkeit des Stickoxyduls auch in alkalische R 
Permanganatlésung erwies es sich als zweckmaBig, bei den Priifungen de 
beiden Hydroxamsiuren nicht zu kleine Substanzmengen (etwa 0,2 g Acel: 
bzw. Benzhydroxamsiure) zu verwenden. 
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Tetraoxycholan, Trioxycholen und Trioxy-bis-norstero- 
cholansdure aus der Galle von Rana Catesbina Shaw 
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Von 


Yukiti Kurauti und Taro Kazuno 


wAus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama und aus dem Tonden-Krankenhaus 
Kobe, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. August 1939) 


emgenil > Wenn eine genetische Beziehung der Nahrungssterine zu den 
aliumpee Pallensiuren besteht, so mu ein Zwischenprodukt zwischen 
sentwickfewallensiuren und Sterinen in der Galle vorkommen, das zu einer 
schwadBRtammgallensiiure abgebaut werden kann. Auf Grund der Tat- 
ne ache, daB in der Galle von ganz verschiedenartigen Tieren die 
ils eine Stammgallensiure zu betrachtende Cholsiure vorkommt, 








a 


man si 

linische{avird die Trioxysterocholensiiure') in der Krétengalle, die Tetra- 
e Mast pxynorsterocholansiure*) (wahrscheinlich 3,6,12,24-Tetraoxynor- 
art. Die 


®terocholanséure) in der ,,Gigi“-Fischgalle und das Tetraoxystero- 
echolansiure-lacton’) in der Alligatorschildkrétengalle von Shi- 
mmizu‘) als ein Zwischenprodukt zwischen der Gallensiiure und 
“en Nahrungssterinen betrachtet, welches zu Stammgallensiuren, 

BP holsiure oder 3,6, 12-Trioxycholansiure abgebaut wird, obwohl 
ae Mie letztere Siure in der Galle noch nicht gefunden werden 
anganipemonnte. Diese letztere Gallensiure wurde von Ohta?) aus der 
in nate -letraoxynorsterocholansiure (3, 6, 12, 24 - Tetraoxynorsterocholan- 
r Stick Bsiure) hergestellt und als Isocholsiure bezeichnet. 
= * Aus der Cholsiure oder Isocholsiiure kénnten also andere 
Wasser ec2lensiuren wie Desoxy-, Anthropodesoxy-, Hyodesoxy- und Litho- 
fibre eCholsiiure im Organismus unter Oxydoreduktion gebildet werden. 
herbei. —— 
isch] =) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. 
en der oT. Kazuno, Diese Z. 289, 67 (1936); 244, 167 (1936); J. of Biochem. 2%, 
; Acet- 5245 (1937), 

| '*) K. Ohta, Diese Z. 259, 53 (1989). 

2 ‘) K. Yamasaki u. M. Yuuki, Diese Z. 244, 178 (1936). 
:.. ‘| T. Shimizu, Vortrag, gehalten in der Jap. wissenschaftl. Gesellsch. 
» tokyo am 13. Mai 1938. 
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Somit ist es von Bedeutung, die Galle von verschiedenen Tier. 


arten zu erforschen. 

In vorliegendem Versuch wurde die Galle von Rana Cates. 
biana Shaw untersucht. Aus dieser Galle wurden durch Avs. 
salzung mit Kochsalz feine weife Nadeln gewonnen, die bei 178° 
schmelzen und [@]* = +8,72° zeigen. Nach der Analyse stimmt 
die Substanz auf die Formel C,,H,,0,-SO,Na. Sie entfirbi 
Kaliumpermanganatlésung nicht, addiert kein Brom und ist gegen 
aktivierten Wasserstoff bestindig. Durch Hydrolyse mit Kali. 
lauge wurde sie in je 1 Mol Schwefelsiure und einfach unge. 
sittigte Substanz von der Formel C,,H,,O, gespalten, die bei 177° 
schmilzt und die [a}*=-+34,46° hat. Diese nimmt bei der 
katalytischen Hydrierung 1 Mol Wasserstoff auf und verwandelt 
sich in eine gesittigte Substanz von der Formel C,,H,,O,. Somit 
muB bei der Hydrolyse unter Abspaltung der mit Schwefelsiure 


veresterten tertiiiren Alkoholgruppe eine ungesittigte Substanz | 


entstanden sein. 

Die durch Hydrierung gesittigte Substanz entspricht der 
Formel C,,H,,O, und ist im Vergleich mit der entsprechenden 
Verbindung der Paraffinreihe C,,H,,O, um 8 Atome an Wasser- 
stoff irmer, was zeigt, daB die Substanz vier hydrierte Ringe im 
Molekil enthalten muB. Wir méchten nach der Nomenklatur 
von Wieland!) die ungesittigte Verbindung als Trioxycholen(II) 
und die durch Hydrierung gesiittigte als Trioxycholan (III) be. 
zeichnen. 

Die mit Schwefelsiure veresterte Muttersubstanz des Trioxy- 
cholens wird also als Tetraoxycholan (IV) bezeichnet. Das 
Trioxycholen wird durch Oxydation mit Chromsiure in ein u- 
gesiittigtes Triketon von der Formel C,,H,,0,, Triketocholen 
iibergefiihrt, welches ein Trioxim liefert. Trioxycholen (LI) ent- 
hilt also drei sekundire Alkoholgruppen, zeigt aber keine Hammar- 
stensche Reaktion. Triketocholen zeigt auch keine Jaffesche 
Reaktion, was wahrscheinlich macht, daB die eine von den dre 
sekundaren Alkoholgruppen sich nicht an C, befindet. Doch 
wird wohl eine OH-Gruppe an C, stehen, da die in der Natw 
vorkommenden Sterine und Gallensiuren immer eine sekundare 
Alkoholgruppe an C, tragen. 

Trioxycholen gab sowohl ein Diacetat als auch ein Triacetat. 
von denen das erstere krystallisiert, das letztere aber nicht. Bs 





1) H. Wieland u. Fr. J. Weil, Diese Z. 80, 287 (1912). 
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‘ liefert Dibromtrioxycholen, das in Hisessig durch Behandlung mit 
'7ink in das urspriingliche Trioxycholen zuriickverwandelt wird. 
: Triketocholen wurde nach Clemmensen reduziert und dann 
' durch katalytische Hydrierung gesittigt. In beiden Fallen wurde 
| kein krystallisierter Kérper, sondern nur ein Ol gewonnen. 
: Obwohl die Lage der Doppelbindung und die Stellungen der 
j ' drei sekundaéren Alkoholgruppen im Molekiil von Trioxycholen 
Bi nicht festgestellt sind, wird vorlautig fir Tetraoxycholan- 
© schwefeleiiureester folgendes Bild (I) in Erwigung gezogen. 


j H,C OH HC on 

i CH, VAN Ss = eee ss _ 

: ai (7 CCH CH rat L2H -CH-CH,-CH, 
f CH ~<a mm | . 
aa a a 


Bis 
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| | \ w 
Pa eee ene. eye 


Re 
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| OH 


ae 


; Aus dem Atherauszug der frischen Galle wurde eine schén 
krystallisierte gesittigte Siure vom Schmelzp. 172° und [ae]! = 
+21,58° gewonnen, die bei der Liebermannschen Reaktion 
eine violettrote Farbe gab, die aber keine Hammarstensche 
| Reaktion zeigte. Die Siiure hat drei sekundire Alkoholgruppen 
- im Molekiil und entspricht nach der Analyse wahrscheinlich der 
| Formel C,,H,,0;. Somit méchten wir die Siure gegeniiber der 
| Trioxysterocholansiure C,,H,,O, vorliufig als Trioxy-bis-nor- 


| sterocholansa&ure bezeichnen. Genaueres wird in der nichsten 








gs i Mitteilung berichtet. 
e aa 
u-CH-on »-CH, —On H-CH,-CH, 
yan i atl ad oe Ns ™~* 
po . — as om: |. IV 
re 7 SO Ge cr \OH 
asche Fe | | | | 
- PBo- | . -O 
drei t \AN / O08 Pr gil Sag 
Doch eI 
Natur Beschreibung der Versuche 
idiire ‘ 800cem Galle wurden mehrmals mit Ather extrahiert. Der Ather- 
' auszug wurde mit verdiinnter Sodalésung ausgeschiittelt. Die Atherfraktion 
sah wurde vom Ather befreit und der Riickstand mit 50 ccm einer 10°/,igen 
F " alkoholischen Kalilauge hydrolysiert. 








5 iblicher Weise 0,5 g Cholesterin erhalten. 


| Das Hydrolysat wurde nach der Verdiinnung mit Wasser vom Alkohol 
' befreit und wieder mit Ather extrahiert. Aus dem Atherauszug wurden in 
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1. Trioxy-bis-norsterocholansaure. Die Sodalésung wurde mit ver. 
diinnter Salzsiiure versetzt, die dabei erhaltene schwiirzlich-braune schmie. 
rige Masse mit Aceton digeriert und aus Aceton, Eisessig und Ather um. 
krystallisiert. Prismen oder prismatische Nadeln vom Schmp. 172°. Die 
Saure ist in Athanol, Methanol und Chloroform leicht, aber in Kisessig, 
Aceton, Essigiither und Ather schwer ldslich. Sie zeigte Pettenkofer. 
sche, aber keine Hammarstensche Reaktion. Bei der Liebermannsche 
Reaktion fiirbt sie sich violettrot, Sie entfirbt nicht Kaliumpermanganat. 
lésung und addiert kein Brom. Die Siure ist also gesiittigt. 


Titration. 0,1162g Subst. brauchten 2,412 ecm n/10-NaQOH. 

Aquivalent. Ber. fiir C,,H,,O;, C.,H,,0; 450, 486; Gef. 481. 

Spez. Drehung. 0,0695g Subst., 10 cem Alkohol, 2 dm. 
a=+0,8° [ai = + 21,58. 

4,325, 3,812 mg Subst.: 11,340, 8,700 mg CO,, 3,880, 3,000 mg H,0. 


C,,H,,0; Ber. C 71,95 H 10,29 
C..H,,0; » 97 71,50 1» 10,16 
Gef. ,, 71,51, 71,64 » 10,04, 10,13. 


Triketo-bis-norsterocholansiure. 0,2g Trioxy -bis-norstero- 
cholansiiure wurden in 8 cem Eisessig gelést, mit 3cem einer Chromsiure- 
Eisessig-Lésung (0,2 g CrO, in 2ecm Hisessig und 1ecm Wasser) tropfen- 
weise versetzt ‘und 20 Minuten lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Dann wurde dieses Reaktionsgemisch mit einer groBen Menge von Wasser 
verdiinnt und eine Nacht stehen gelassen, wobei sich ein krystalliner 
Niederschlag abschied. Die Krystalle wurden zuerst aus Aceton, dann aus 
Kisessig-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 230 bis 
231°. Diese Dehydrosiure ist in fast allen Lésungsmitteln lislich. Jaffe- 
sche Reaktion: schwach gelbbraun. 


4,450, 3,450 mg Subst.: 11,780, 9,160 mg CO,., 3,550, 2,740 mg H,0. 
C,,H3,0; ” ” 72,50 », 8,91 
Gef. ,, 72,20, 72,41 », 8,98, 8,89. 


Triketo-bis-nor-sterocholansiure-methylester. Der Ester 
wurde in tiblicher Weise mit Diazomethan hergestellt. Der aus Methanol 
umkrystallisierte, in Nadeln krystallisierte Ester schmilzt bei 150°. 

Methylestertrioxim. 50mg Ester wurden in Alkohol unter Zu- 
satz von Natriumacetat und Hy droxylaminchlorhy drat auf dem Wasserbade 
3 Stunden lang erwirmt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zusatz von 
Wasser ausgefallt. Die Fillung wurde aus Methanol-Wasser umkrystalli- 
siert. Schuppen vom Schmelzp. 222°. 


2,550 mg Subst.: 0,160 cem N (16°, 773 mm). 
C,,H,,0;,N, Ber. N 8,54 Gef. ‘N 7,54. 
2. Tetraoxycholan-schwefelsdureester. Die von dem itherléslichen 
Cholesterin und den Gallensiiuren befreite Galle wurde durch Alkohol von 


Mucin befreit, unter Zusatz von Kochsalz gesittigt und eine Nacht stehen 
gelassen. Die dabei ausgesalzene Fillung wurde abgesaugt, wieder i2 
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mit ver. 
schmie. 
her un: 


Wasser gelést und durch Kochsalz ausgesalzen. Diese Aussalzung wurde 
Ffiinfmal wiederholt. 
i Dabei wurde eine briiunliche Masse erhalten. Das von dieser Fallung 










2°. Die : abgetrennte Filtrat wurde zum Trocknen abgedampft und mit Alkohol extra- 
isessig, Mhiert. Aus dem alkoholischen Extrakt wurde durch Hydrolyse auBer Farb- 
‘Kofer. Ba tof nichts gefunden. 

1nschep Die briiunliche Masse wurde in Wasser gelést und als solche Lésung 
inganat B der nach Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather extrahiert. In 





ieser Atherlésung wurden keine Gallensiuren aufgefunden. 
Die angesiuerte Lésung wurde mit Soda neutralisiert und unter Siitti- 
‘gung mit Kochsalz wieder ausgesalzen und eine Nacht stehen gelassen. 






. “Die abgesaugte Fillung wurde gut getrocknet, in absolutem Alkohol gelést 
"und unter Zusatz von einer ganz minimalen Menge Wasser und von einer 
“geniigenden Menge Ather stehen gelassen. 

: Dabei schied sich eine weiBlich-griine Substanz ab. Diese Substanz 














H,0. z curde in Wasser gelést, mit Tierkohle entfirbt und filtriert. Das Filtrat 
wurde mit einer 5°/,igen Eisenchloridlésung vollstindig ausgefillt und fil- 
- riert. Nachdem das Filtrat mit Natriumearbonat neutralisiert und die dabei 
€ zeugte Fiallung abfiltriert war, wurde das Filtrat unter Siittigung mit 
orstero- Kochsalz ausgesalzen und eine Nacht stehen gelassen. Die abgesaugte 
isiiure- [eee illung wurde nach dem Trocknen in absolutem Alkohol gelést und unter 
ropfen- | Zusatz einer kleinen Menge Wasser und einer geniigenden Menge Ather 
slassen, ewstehen gelassen. Dabéi schieden sich weife feine Nadeln ab. Diese Um- 
Wasser Meaxtystallisation wurde iiber zehnmal wiederholt. Die Krystalle schmelzen 
talliner JPpei 178°. 
nn aus Sie sind gegen aktivierten Wasserstoff bestindig, entfiirben nicht 


280 bis |e aliumpermanganatlésung und addieren kein Brom. Sie enthalten Natrium, 
chwefel, aber keinen Stickstoff; bei Behandlung mit Salzsiiure bleiben sie 








Jaffe. Be 
/nnveriindert. 

H,,0 a Die wiBrige Lisung verbraucht kalt und warm kein Alkali und rea- 

ate H iert gegen Lakmus und Phenolphtalein neutral. Dieses Verhalten er- 
‘Annert wohl an taurocholsaures Natrium. Die Krystalle sind aber nicht 
hygroskopisch und in Wasser und Alkohol leicht léslich; in Ather, Chloro- 
gorm, Aceton, Petrolither und Benzol sind sie unldslich. Sie sind ge- 

Ester fe chmacklos. 

than! — §§$Spez.Drehung. 0,0917g Subst. in 10cem Wasser, 2 dm. 
e a=+0,16 [a]}” =+ 8,72° 

Ap > 3,955, 2,980 mg Subst.: 8,135, 6,140 mg CO,, 3,035, 2,240 mg H,0. 

'z Von C,,H,,0,NaSO,(H,0) Ber. C 56,00 H 8,42 

stalli Gef. ,, 56,10, 56,19  ,, 8,59, 8,41. 





-. 3. Trioxycholen. 307mg Ester wurden mit 50cem einer 15°/,igen 
Aalilauge 30 Stunden lang auf dem Sandbad gekocht, wobei nach einigen 
)Stunden Krystallisation auftrat. Die Krystalle wurden abfiltriert und aus 
4 lkohol mehrmals umkrystallisiert. Schéne prismatische Nadeln yom Schmelz- 
lichen Beepunkt 177°. 
1 von F Die Krystalle sind in kaltem Alkohol, Essigester schwer, in warmem 
tehen Fe geicht und in Aceton, Benzol und Chloroform leicht léslich, aber in Petrol- 


er iD ; Ather und Wasser unldslich. 
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Aus Essigester krystallisieren sie in Schuppen und aus Aceton jy 
Tafeln. Sie zeigen Pettenkofersche Reaktion, aber nicht die Hammar. 
stensche. Bei der Liebermann-Reaktion firben sie sich unter griine 
Fluorescenz gelbbraun, dann kirschrot, wobei die Chloroformschicht eine 


violette Farbe zeigt. Die Krystalle entfirben sofort Permanganatlésung 4 
und addieren Brom. Die hier erhaltene Substanz ist also ein ungesiittigte F 


neutraler Korper. 
Spez. Drehung. 0,1455g Subst. in 10cem Methanol, 2 dm. 
«=+ 1,0 [or]}5° = + 34,36 °. 


Molekulargewicht nach Rast: 0,201, 0,282mg Subst.: in 4,498 


3,817 mg Campher, 4 = 4,2, 6,1. 


5,060, 4,905 mg Subst.: 14,160, 13,720 mg CO,, 4,850, 4,570 mg H,0.— 
C,,H;,0, Ber. C 76,18 H 10,57 
C,H 4.03 9» 99, 16,03 » 10,71 
C,5H 4.0, ” ”? 76,86 ” 10,84 


Gef. ,, 76,35, 76,80  ,, 10,78, 10,83. 


Das vom Trioxycholen abgetrennte Hydrolysat wurde mit verdiinnter 
Salzsiiure angesiuert und mit 10°/,iger Bariumchloridlésung ausgefillt 
Diese Bariumsulfatfillung wurde in iiblicher Weise gravimetrisch bestimmt 
Dabei wurden 134mg BaSO, erhalten. 


4. Trioxycholen-diacetat. 0,2 ¢ Trioxycholen wurden in 6 cem wasser- 
freiem Pyridin gelést und unter Zusatz von 3cem frisch destilliertem Essig. 
siureanhydrid bei 15’ 24 Stunden stehen gelassen, weiter auf dem Wasser 
bade eine Stunde gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgemisch 
mit einer groBen Menge Wasser versetzt, die dabei abgeschiedene Faillung 
abfiltriert, getrocknet und in Ather aufgenommen. Die Atherlésung wurde 
nach dem Waschen erst mit verdinnter Salzsiure, dann mit Wasser ab- 
gedampft und der Riickstand aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Sechs 
seitige Plittchen vom Schmelzpunkt 180° 


Liebermann-Reaktion: gelbbraun. Durch 2 Stunden lange Hydrolyse F 


mit 10°/,iger alkoholischer Kalilauge wird das urspriingliche Trioxychole 
vom Schmelzpunkt 177° zuriickgewonnen. 


5,194, 5,067 mg Subst.: 13,920, 13,610 mg CO,, 4,520, 4,480 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 73,01 H 9,64 
Gef. ,, 73,12 73,28  ,, 9,74, 9,78. 


Bei der Acetylierung des Trioxycholens wurde die Pyridin—Essigsiiure 
anhydridlésung 24 Stunden lang gekocht und in gleicher Weise wie vorhet 
behandelt. Das hierbei erhaltene Acetat wurde aber nicht krystallin er 
halten, jedoch durch Chromsiiure bei Zimmertemperatur auch nicht av 
gegriffen, was zeigt, daB dabei ein Triacetat des Trioxycholens gebilde! 
worden ist. Beide Acetate addieren Brom und entfirben Kaliumpermal 
ganatlésung. Sie sind also ungesittigt. 

5. Triketocholen. 0,2 ¢ Trioxycholen wurde in 10 cem Eisessig gels, 


mit 20 cem 1°/,iger Chromsiure- Hisessiglésung vorsichtig tropfenweise bei 
17° innerhalb 30 Minuten versetzt und eine Stunde stehen gelassen. 
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Bei allmihlichem Zusatz von schwefliger Siure schied sich ein krystal- 
J linischer Niederschlag ab, welcher nach einer Nacht abfiltriert wurde. Dieser 
')Niederschlag wurde nach dem Trocknen aus absolutem Alkohol umkrystal- 
: lisiert. Dabei wurden schéne gliinzende Nadeln erhalten, die in Aceton 
und Benzol leicht léslich sind. 
Aus Aceton krystallisieren feine Nadeln und aus Benzol Tafeln. 
')Liebermann-Reaktion schwach gelb. Die Krystalle entfiirben sofort 
')Kaliumpermanganatlésung und addieren Brom. Sie sind also noch un- 
: ) g5siittigt. Die aus absolutem Alkohol umkrystallisierten feinen Nadeln 
schmelzen bei 240—242°, wobei sie eine braune Farbe zeigen. In der Kiilte 






in 4.499 Pe ‘und in der Wirme kein Verbrauch von Alkali. 
5,096, 4,919 mg Subst.: 14,555, 14,030 mg CO,, 4,300, 4,110 mg H,0. 
mg H,0.— C,,H;,0,; Ber. C 77,79 H 9,25 


rdiinnter : 


usgefillt & 
yestimmt. 


1 Wasser: 
m. Essig: 
Wasser: 
3gemisch 
Faillung 
g wurde 
sser ab: 


. Sechs- 


y drolyse 
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1,0. 
sigsiiure 
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Gef. ,, 77,93, 77,88 ,, 9,44, 9,47. 


4 Triketocholentrioxim. 0,1 g Triketocholen wurde in 50 cem ab- 
) solutem Alkohol gelést und unter Zusatz von 0,1 g Hydroxylamin - chlor- 
by drat und von 0,15 g Natriumacetat in 20 ccm Alkohol auf dem Wasser- 
‘bade 3 Stunden lang gekocht. 

Die dann durch Zusatz von Wasser abgeschiedene Fillung wurde aus 


” 





 absolutem Alkohol umkrystallisiert. Schuppen vom Zersetzungspunkt 247°. 
i 2,740 mg Subst.: 0,2371 ccm. N (15°, 769 mm). 

r C.4H;,,O,N; Ber. N 10,11 Gef. N 10,21 

: Jaffesche Pikrinsiure-Reaktion mit Triketocholen. 





Gesiittigte 




















e Substanz-| n/10- | Alko- | piprinsaure- 
4 menge | KOH | hol lésung Farb.-Rk. 
= mg ecm | ccm cem 
| 3,7-Diketocholansiure 1 0,2 — 0,1 orangegelb 
. 3-Oxy-7-keto- . 1 0,2 — 0,1 negativ 
7 3,12. Diketo- . 1 0,2 -—- 0,1 orangegelb 
7 12-Keto- . . : 1 0,2 -- 0,1 negativ 
/ 3-Keto-12- -Acetoxy-. 1 0,2 — 0,1 orangegelb 
> 3,6-Diketo- . . . . 1 0,2 0,1 0,1 orangegelb 
A 3. -Oxy-6-keto- . . . 1 0,2 0,1 0,1 negativ 
Py 3- Keto-7,12- -Dioxy-. 1 0,2 — 0,1 orangerot 
) Triketocholen . 1 0,2 0,1 0,1 negativ 


Das neu erhaltene Triketocholen zeigte keine Jaffesche Reaktion, ob- 
Wohl alle in der Stellung an C, eine Ketogruppe enthaltenden Cholansiuren 
positive Jaffesche Reaktion zeigen, was anzudeuten scheint, daf Triketo- 
* cholen an C, keine Ketogruppe triigt. 


6. Dihydrotrioxycholen (Trioxycholan). 242,4 mg Trioxycholen 
wurden in 5 cem Ejisessig, der unter Zusatz von 0,1 g Platinoxyd 
mit Wasserstoff gesiittigt war, gelést, weiter unter Wasserstoff bei 25° redu- 
’ wert, wobei nach einer Viertelstunde ein Mol Wasserstoff (20 ccm) auf- 
genommen wurde. Die vom Platinoxyd abfiltrierte Lésung wurde mit 
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Wasser versetzt und die dabei abgeschiedene Fillung nach dem Trock.f§ 
nen aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Feine lange Prismen vonf ™ 
Schmelzpunkt 185—186°. Die Krystalle enthielten Krystallwasser und wurde) | 
beim Trocknen im Xylolbad in ein weiBes Pulver verwandelt. Lieber.f- 
mann-Burchard- Reaktion: orangegelb mit Fluoreszenz, Chloroforn— 
schicht violett. ; 

Diese Substanz entfirbt nicht mehr Kaliumpermanganatlésung unt 
addiert kein Brom. 

Spez. Drehung: 63,4 mg in 10 cem Alkohol, 2 dm, 

a= + 0,4, [a]i?? = + 31,54° 
3,657, 4,595 mg Subst.: 9,715, 12,160 mg CO, 3,720, 4,600 mg H,0. 
C,,H,,0,+H,O Ber. C 72,67 H 11,20 
Gef. ,, 72,49, 72,50 ,, 11,38, 11,25. 


7. Triketocholan. 0,2 g Trioxycholan wurden in 5 cem Eisessig ge. 4 
lést und mit 5°/,iger Chromsiure-—Lisessiglésung vorsichtig bei Zimmer— 
temperatur oxydiert. Nach einer halben Stunde wurde das Reaktionsgemise} 
mit Wasser ausgefillt, eine Nacht stehen gelassen und abfiltriert. Def 
Niederschlag wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Krystalle vom Zersetzungs. 
punkt 245°. Bei der Mischprobe schmelzen die Krystalle im Gemisch mit 
Triketocholen (242°) bei 236°. Sie zeigen ebenfalls keine Jaffesche Pikrin. 
siure-Reaktion. 

4,892, 4,880 mg Subst.: 13,940, 13,770 mg CO,, 4,310, 4,270 mg H,0. 
C,,H;,05, Ber. C 77,40 H 9,76 
Gef. ,, 77,74, 77,79 ,, 9,86, 9,90. 

1. Reduktion des Triketocholens nach Clemmensen. 0,3 
Triketocholen wurden in 50 ccm Kisessig geliést, mit frisch bereitetem amal- 
gamierten Zink versetzt und unter Zusatz einer Mischung von je 50 cem 
Eisessig und konzentrierter Salzsiiure in einigen Portionen 10 Stunden lang 
auf dem Sandbad gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde in Wasser ein: 
gegossen. Die dabei abgeschiedene Masse stellt ein Ol dar, welches au 
allen organischen Lésungsmitteln nicht krystallinisch erhalten wurde. Das 
Ol entfirbt Permanganatlésung und addiert Brom. Es wurde nach Adams 
mit Platinoxyd und Wasserstoff reduziert. Es ist jedoch nicht gelungen, 
diese reduzierte Substanz krystallinisch darzustellen. 

Bromierung des Trioxycholens. 145,5 mg Substanz wurden i 
4 ccm Eisessig gelést und mit 0,7 ccm einer 5°/,igen Brom-Eisessiglisung 
tropfenweise versetzt und vorsichtig mit Wasser verdiinnt. Die dabei er 
haltene Fallung wurde nach vélligem Trocknen mit siedendem Ather dige: 
riert, der Atherauszug abgedampft und aus Eisessig-Wasser mehrmals um: 
krystallisiert. Gliinzende lange Tafeln vom Schmelzpunkt 180°. 

4,216, 4,425 mg Subst.: 8,135, 8,450 mg CO,, 2,960, 3,110 mg H,0. 
C,,H,,0,Br,*H,O Ber. C 51,97 H 7,65 
Gef. ,, 52,08, 52,10 ,, 7,77, 7,87. 


0,1 g Dibromtrioxycholen wurde in 10 ccm Eisessig gelést und mit 0,1 
Zinkpulver 2 Stunden lang auf dem Sandbad gekocht. Nach dem Erkalten 
schieden sich Krystalle ab, die aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurden. 
Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 177°. Sie zeigten bei der Misch 
probe mit dem urspriinglichen Trioxycholen keine Schmelzpunktdepression. 








to 
@ 
ra 
ee 
oe 
& 
Bes 
% 
: 

















SEEN ES IO IES SESS SOTERA III RRS = RIS ADE MH 7 pe am Ba saeeic’ 
f f pes bt oe at Pr Sktiot 8 ST eo eee eee Aor by Ro 








IE gS Aa Vio, Pe: aN ee EE eb a a Ba 
; 






















en usw. 


m Trockh 
men vonh- 
id wurden 
Lieber.f 
loroforn. 


sung unt 4 


x H,0. 


essig ge 

Zimmer. 
sgemisch 
ert. De 
setzungs © 


nisch mith 
e Pikrin- 


H,0. 


n. 0,390 
2m amal: 
> 50 ccm 
den lang 
ser ein: 
ches aus 
de. Das 
Adams 
elungen, 


urden in 
iglosung 
abei er: 
er dige- 
als um: 


0. 


nit 0,1¢ 
1rkalten 
wurden. 

Misch: 
ressi0u. 





- 7 “ psd 










Zur Frage der Cholesterinbildung im Tierkérper 





2 13. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe (Sterine) 


Von 


Wilhelm Dirscherl und Hans Traut 


3 
nd 
2 
* 
a) 
4 
i 

; 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Oktober 1939) 





DaB der Tierkérper die Fahigkeit besitzt, das in allen seinen 
(ellen vorhandene Cholesterin selbst aufzubauen, wird heute all- 
gemein angenommen. Aus der Reihe der hierher gehorigen Unter- 
uchungen, die nicht alle der Kritik standhalten, seien nur zwei 
“sicher einwandfreie Arbeiten herausgegriffen. Beumer und 
Be chanwats 1) haben an jungen wachsenden Hunden festgestellt, 
daB sie in 4 Wochen 30mal so viel Sterin bildeten, als ihnen in 
Bricsem Zeitraum mit der Nahrung zugefiihrt worden war. Schén- 
2) hat durch Bestimmung der Sterinbilanz den Beweis 


: 
f 


Heimer 
a 

: rbracht, daB auch die legende Henne in ihrem K6rper Cholesterin 
eufbauen kann. 


So gesichert aber auch die Fahigkeit des Tierkérpers zur Chole- 
terinsynthese ist, so unsicher sind bis heute unsere Kenntnisse 
ber die Substanz oder die Substanzen, aus denen das Cholesterin 
aufgebaut wird, obwohl die Frage nach der Muttersubstanz des 
Cholesterins vielfach bearbeitet und noch 6fter erértert worden ist. 


BES oe Son 


Die friihere Annahme, da8 die mit der pflanzlichen Nahrung auf- 
%enommenen Phytosterine im Kérper des Pflanzenfressers in Cholesterin um- 
gewandelt werden kénnten, wurde von Schénheimer widerlegt’). 

c Von Klenk‘) sowie Rosenheim und King’) ist ferner auf die Méglich- 


B eit der Sterinbildung aus Zucker hingewiesen worden, ohne daB dafiir allerdings 


pin Beweis erbracht worden ist. Da aus Zucker Fett gebildet werden kann, 
viindet dieses Problem vielleicht ein in die weiter unten zu erérternde Frage 
ler ene hior aus Fettsauren. 





. exp. Med. 37, 274 (1923). 
iese Z. 185, 119 (1929). 
iese Z. 179, 315 (1928). 
. of Soc. Chem. Ind. 51, 464 (1932). 


8) Diese Z. 180, 1 (1929). 


ee 
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a 
Vorher ist aber noch eine andere Méglichkeit zu erwahnen, namlich dif gn 
der Cholesterinbildung aus Squalen, einem ungesiattigten Kohlenwasserstoff le 
der Zusammensetzung C,,H;,, der im Fischtran vorkommt. H. J. Channon'\f 
hat nach Fiitterung von Ratten mit Zugabe von Squalen (42 Tage lang jf 
0,05 ccm) in der Leber und im iibrigen K6rper der Tiere eine wesentliche Ver. pI 
mehrung des Cholesterins festgestellt. In einer spiteren Untersuchung habe $p 
Channon und Tristram’) wiederum Zunahme des Cholesterins in Leber uni @j¢ 
Exkrementen, nicht aber im iibrigen Kérper beobachtet. Die Untersuche§. 
halten es trotzdem fiir wahrscheinlich, daB das Squalen nicht in Cholesterin 
umgewandelt wird. In den Organen der Saugetiere kommt iibrigens nicht daft 
Squalen selbst, sondern ein wahrscheinlich homologer Kohlenwasserstoff vor‘) FE BO 
Diesen Befund haben Thannhauser und Fromm!) an Rinder- und Schweir. i 
leber bestatigt. [Sie sprechen den Kohlenwasserstoff nicht als Squalen ay, 
wie Dimter?®) angibt, der im Fett der Dermoidcysten Squalen oder einen ihn y 
nahestehenden Kohlenwasserstoff nachgewiesen hat.] 2, 








SchlieBlich ist auf die Annahme der Olsiure als Muttersubstau§ F 
des Cholesterins, die den Anla8 zu unserer Arbeit gab, néher ein.— 2" 
zugehen. Diese Hypothese wurde schon von Lifschitz) 190\—e* 
ausgesprochen, der sie auf folgende Uberlegungen griindete: dif 9: 
cholesterinreichen Fette sind wesentlich armer an Olsiure als dif 
cholestermarmen Fette; Cholesterin tritt im allgemeinen nur ak 
Begleiter der Fette und Ole auf. ,,Da gerade die cholesterinreichster 
Fette, wie das Blutfett und das WollschweiBfett, den unverkenn-F 
baren Stempel starker Oxydationsvorginge an sich tragen, so wah R 
die Annahme wohl berechtigt, daB die chemischen Eingriffen leicht 
zugangliche (ungesattigte) Oleinsiure die Muttersubstanz des Chole 
sterins sein miiBte, das somit dem oxydativen Abbau jener Fett-Fy 
siure seine Entstehung verdankt.‘‘!2). Den Beweis fiir diese Hypo fg 
these ist Lifschiitz allerdings schuldig geblieben. Er gibt abefi@n 
an, daB es ihm gelungen sei, in vitro Olsiure zu Sterin zu oxy-f #t 
dieren!4), Olsaure, die erst von beigemengtem Cholesterin befreth™ 
wurde, unterwarf Lifschiitz der Oxydation mit Kaliumperman-Fq., 
ganat und erhielt aus 1,5 g 25—30 mg Unverseifbares, das kry-F #ie 
stallisierte und die Liebermannsche Farbreaktion gab. Danachf @as 
soll Olsdure teilweise zu Cholesterin oder einem ihm sehr nahe > 
stehenden Derivat oxydiert worden sein. Wir nehmen an, dah die 
Abtrennung des beigemengten Cholesterins von der Olsiéure nuy s 

6) Biochemic. J. 20, 400 (1926). | 

*) Biochemic. J. $1, 738 (1937). et 

8) Channon und Marrian, Biochemic. J. 20, 409 (1926). 

®) Diese Z. 187, 173 (1930). 

10) Diese Z. 208, 55 (1932). 

11) Diese Z. 55, 1 (1908). 

12) Diese Z. 117, 215 (1921). 
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mlich die Fnvollstaindig gelungen war und daB nach Oxydation der Olsiure 
asserstofP er nicht entfernte Rest von Sterin isoliert wurde, so da dadurch 


ee ine Oxydation der Olsiure zu Sterin vorgetauscht wurde. Herr 
iohe Veh Diplomchemiker Helmut Nahm hat einige Gramm Olsaure, die 


ng habaf Ppuren Sterin enthielt, nach der Vorschrift von Lifschitz oxy- 
iert und aufgearbeitet. Nach der Oxydation waren ebenfalls nur 


eber uni 

ei, Ppuren Sterin mittels Farbreaktion nach Liebermann-Burchard 
“0 “a @achweisbar; eine Digitoninfallung lieB sich nicht erzielen. Wir 
off vorf ROnnen also die Angabe von Lifschiitz nicht bestiitigen. 


Schweine. : 
¥ 
a 









Eine ganze Reihe verschiedener Untersucher priifte nun vor allem das 
erhalten des Blutcholesterinspiegels bei Hunden nach Zufuhr von 
Plsiure oder Slsiurehaltigen Fetten. So beobachtete Reicher?*) nach Ver- 

itterung von 50—65 g Triolein innerhalb weniger Stunden eine Zunahme des 

ubstan— Blutcholesterins um 49—67°/,, auch H. J. Arndt#*) stellte in ahnlicher Weise 
her eiy- fe mzen Cholesterinanstieg nach Gaben von 30—50 g Triolein fest. Arndt er- 
12) 1 9¢) Blirte diesen Befund in kritischer Weise durch Cholesterinmobilisierung bzw. 
“-. P fesorptionsférdernde Wirkung des Fettes. 8. Leites!®) verabreichte Hunden, 

ate: di ‘Hie mit Fleisch, Schweinefett und Hirsebrei gefiittert wurden, im niichternen 
als die Qustand per os groBe Dosen Olivenél (10—15 g/kg) bzw. Olsaure (50g) und 
nur ake #h eine Vermehrung des Blutcholesterinspiegels um 60—100 bzw. 30—40°/,. 
eichstenee" diesen Feststellungen und der Untersuchung des Cholesteringehaltes der 
enen und Arterien verschiedener Organe zog Leites folgenden SchluB: ,,Die 

erkent: @haltenen Angaben, die auf bestimmte Wechselbeziehungen zwischen dem 
, SO Wal Reutralfett und Cholesterin hinweisen, welche hauptsachlich durch Leber, Milz 
n leicht and Lunge bestimmt werden, erlauben die Vermutung iiber die Méglichkeit des 
s Chole. e /bergangs des Cholesterins in Neutralfett (in der Milz) und tiber die Bildung 
ae Roti Bes Cholesterins aus dem Neutralfett durch die Fettséuren (hauptsachlich in 
} ~~ [P@er Leber) auszusprechen.“ In einer folgenden Arbeit halt es Leites!*) aber 
e Hypo ee bensogut fiir médglich, daB die Hypercholesterinimie nach Fettzufuhr auf 
‘bt abet @iner Ausschwemmung des Cholesterins aus seinen Depots beruhe, wobei dem 
zu oxy-p gett eine Wirkung als Liésungsmittel zukommt. Bekanntlich ,,bahnen die 
» steal : ette dem Cholesterin den Weg“ (Hoppe-Seyler), aus vielen Untersuchungen 
Bebt hervor, daB Cholesterin nur dann im Darm resorbiert wird, wenn gleich- 
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permial' P@itig Fett anwesend ist. 1935 hat Minovici!’) ahnliche Versuche an Hunden 
las kry- Fiederholt, auch hier ergibt sich nach Zufuhr von Olsaure (allerdings auch von 
Danachff @asein!) eine Vermehrung des Blutcholesterins. 

r nabep Alle diese Versuche, bei denen nach Zufuhr von Olsaure oder élsaure- 


altigen Fetten eine Hypercholesterinémie auftritt, sind kein Beweis fiir eine 
: gevdildung von Cholesterin aus Fettsiuren, wie sich bereits aus den Dar- 
@eungen von Arndt und Leites ergibt. 

Kine zweite Gruppe von Untersuchungen riickte dem Problem etwas 
pier auf - Leib und beschaftigte sich mit der Frage der Cholesterin- 
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'3) Verh. d. dtsch. Kongr. f. inn. Medizin 28, 327 (1911). 
'*) Z. exp. Med. 54, 391 (1927). 
'?) Biochem. Z. 184, 273 (1927). 16) Biochem. Z. 184, 300 (1927). 
‘*) Bull. Soc. Chim. biol. 17, 369 (1935); Ber. Physiol. 88, 573 (1935). 
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bildung in der Leber. So hat Reicher in seinem bereits erwahnten Voy. 
tragsreferat1*), allerdings ohne naihere Einzelheiten, angegeben, daB bei Durch. 
blutungsversuchen an iiberlebender Hundeleber nach Zusatz von Triolein zy 
Durchstrémungsfliissigkeit das Cholesterin in derselben vermehrt ist. Artom) 
fand bei ahnlichen Versuchen an der Leber von Hunden, die vor ihrem Tod 
gehungert hatten, teils in der Leber selbst, teils in der Durchstrémungsfliissig. 
keit, teils in beiden immer Cholesterinvermehrung (um 5—75°,/, im Mittel 
27°/, des Anfangswertes). Nach Zusatz von Fettemulsion zur Durchstrémung.. 
fliissigkeit war in der Leber oft Cholesterinvermehrung (um 19—144°/,) ti 
beobachten. Spater hat Artom'*) Autolyseversuche mit der Leber von Hun. 
den, die vor ihrer Tétung gehungert hatten, angestellt. Der Cholesteringehalt 
der frisch praparierten Leber, der groBe Schwankungen zwischen 0,127 bis 
0,319°/, aufwies, nahm in den ersten 30 Stunden der Autolyse um durch. 
schnittlich 10°/, des Anfangswertes (= 1,85 mg) zu. Durch Zusatz von Olsiure 
in Form von Seife oder Ester wurde die Cholesterinbildung verstarkt. Da uns 
die Arbeiten Artoms im Original nicht zuganglich waren, wissen wir nicht, 
wie der Anfangswert bestimmt wurde, was bei den groBen Schwankungen des 
Cholesteringehaltes der Leber von besonderer Wichtigkeit ist. Artom hilt 
die Neubildung von Cholesterin in seinen Versuchen fiir gesichert, behauptet 
aber nicht, daB die Olsiure die Muttersubstanz des Cholesterins sei. Er erwigt 
die Méglichkeit, daB die Leber eine, auch von anderen Untersuchern angenon- 
mene, unbekannte unverseifbare Substanz enthalte, die leicht in Cholesterin 
iibergehe. Ubrigens hat auch Minovici1?) Zunahme des Cholesterins bei 
der Leberautolyse beobachtet, wenn er Hunden vor der Tétung Olsiur 
in das Duodenum einfiihrte. In einer weiteren Arbeit folgert Artom), daf 
sich aus den Leberdurchblutungs- und Autolyseversuchen kein Anzeichen fir 
einen Ubergang von Fett in Cholesterin ergebe. Von Interesse sind weiter 
Versuche Artoms?!), auf fermentativem Wege zu einer Cholesterinbildung 2u 
gelangen. Mit einer Fermentlésung aus Leber und abgekochtem Leberbrei al 
Substrat (méglicherweise Vorstufen des Cholesterins enthaltend) trat manch- 
mal Bildung, manchmal Zerstérung von Cholesterin ein. Olsiure, Cholsiur 
und ,,Unverseifbares’ konnten weder durch die Fermentlésung noch durch 
Milz in Cholesterin iibergefiihrt werden. Daraus schlieBt Artom, daB ent- 
weder diese Stoffe nicht in Cholesterin iibergehen kénnen oder, daB seine Ver- 
suchsanordnung liickenhaft gewesen sei. 


In den letzten Jahren hat nun eine dritte Gruppe von Unter 
suchungen begonnen, die durch quantitative Erfassung des Sterin- 
gehaltes der ganzen Versuchstiere und Beriicksichtigung der Sterin- 
bilanz (Kinfuhr — Ausfuhr) zu einem méglichst genauen Finblich 
in den Sterinhaushalt zu kommen versuchen. 

So untersuchten Schénheimer und Breusch 22) den Steri 
haushalt der weiBen Maus. Je 2 Tiere wurden in einem Glasgefil 





18) Arch. int. de physiol. 20, 162 (1922); Ber. Physiol. 17, 482 (1923). 
®) Arch. int. de physiol. 22, 17 (1923); Ber. Physiol. 24, 352 (1924). 
20) Arch. int. de physiol. 22, 173 (1923); Ber. Physiol. 25, 63 (1924) 
21) Arch. int. de physiol. 23, 409 (1924); Ber. Physiol. 30, 724 (1925). 
22) J. of Biol. Chem. 103, 439 (1933). 
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gehalten, Nahrungsreste und Kot, ebenso das als Lager verwendete 
Material blieben im GeféB liegen. Nach etwa 4 Wochen wurden 
die Tiere getétet, zusammen mit dem ganzen GefaBinhalt in alko- 
holischer Natronlauge aufgelést und verseift. Die Sterinbestim- 
mung, die mit Digitonin vorgenommen wurde, ergab den ,,gefun- 
denen‘‘ Wert. Diesem wurde der ,,berechnete‘‘ Wert gegeniiber- 


igestellt, der sich aus folgenden Kinzelwerten zusammensetzte : 


Sterinmenge der beiden Versuchstiere + mit der Nahrung zugefiihr- 
tes Sterin + Sterin des Lagermaterials. Die Sterinmenge der Ver- 
suchstiere lieB sich aus ihrem Gewicht und dem an normalen Kon- 
trolltieren ermittelten Steringehelt errechnen?*). Durch Abzug der 
,berechneten“ von der ,,gefundenen“ Sterinmenge ergibt sich dann 
die wihrend der Versuchsdauer neu gebildete Menge Sterin. Bei 
reiner Brotfiitterung zeigten die Mause eine tagliche Neubildung 
von 1,8 mg Sterin (im Monat etwa 50 mg) je Maus, bei Zusatz von 


| Schweineschmalz (insgesamt 5 bzw. 10g je Maus wiahrend der 


ganzen Versuchsdauer) eine Neubildung von 2,1 mg tiaglich. Das 
bedeutet zwar zahlenmaBig eine Erhéhung um etwa 15°/,, aber 
Sch6nheimer und’ Breusch betrachten diese Zunahme fiir zu 
gerinefiigig, als daB man sie verwerten kénnte. Die beiden Unter- 
sucher stehen vielmehr auf dem Standpunkt, daB keine Bildung 
von Cholesterin aus Fett statthat. 


An dieser Stelle sei kurz darauf hingewiesen, daB in dieser und auch in 
unserer Arbeit bei der Digitoninfallung nicht nur Cholesterin, sondern auch 


; die Phytosterine der Nahrung und des Kotes erfaBt und so berechnet werden, 


als ob es sich um Cholesterin handle, was bei der geringen Verschiedenheit 
der Molekulargewichte ohne weiteres erlaubt ist. Die vom Pflanzenfresser mit 
der Nahrung aufgenommenen Phytosterine werden nicht oder kaum resorbiert. 


| So scheiden das Pferd?*) und das Kaninchen?*) im Kot das Nahrungssterin aus. 


Minovici!”) gibt in seiner mehrfach erwihnten Arbeit an, dab 


' Miuse (und auch bestimmte Insekten) nach Fiitterung mit Olsiure 
| mehr Sterin bilden als nach Zufuhr von Margarinsiure, einer ge- 


sittigten Fettsiure mit 17 C-Atomen. Im Gegensatz zu Schén- 


| heimer und Breusch betrachtet Minovici die ungesattigten Fett- 
| sduren als Vorstufen des Cholesterins und diskutiert die Méglich- 


keit, daB dieser Aufbauweg iiber das Squalen oder ahnliche Ver- 


| bindungen gehe. 


3) 7 mannliche und 7 weibliche Mause, die 2 Tage mit Brot und Wasser er- 
nahrt wurden, wiesen einen Steringehalt von 0,28—0,33°/,, im Mittel 0,30°/,, auf. 

*4) Dorré u. Gardner, Proc. Roy. Soc. London B 80, 217 (1908). 

*5) Schénheimer, Diese Z. 180, 32 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 5 
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SchhieBlich ist noch eine weitere Arbeit erschienen, in der nach 
Fettzufuhr vermehrte Sterinbildung beobachtet wurde. H. C. Keck. 
stein und C. R. Treadwell?*) fiitterten junge weiBe Ratte 
5—7 Wochen lang mit verschiedenen Diaten und bestimmten de 
Steringehalt der Leber, der iibrigen Kérpergewebe, der Nahrun 
und der Exkremente nach Verseifung mittels Digitonin. Als Fett. 
zulage diente entweder Mais6! oder Sojabohnendl (je Tier insgesanj 
5 baw. 20g). Der Cholestermgehalt der Leber, der im Gegensaty 
zum ubrigen K6rper in weiten Grenzen schwankt, war bei Zufuly 
gréBerer Fettmengen immer hoher als bei Zufuhr kleinerer Menge, 
(z. B. 0,57°/) gegen 0,37°/), der Steringehalt des iibrigen Kérper 
blieb im allgemeinen ziemlich konstant (im Mittel etwa 0,20°),), 
die Sterinbilanz war immer negativ, d.h. die Ausfuhr mit dey 
Kot war groBer als die Einfuhr mit der Nahrung. Und zwar war 
die Bilanz um so gréBer, je mehr Fett zugefiihrt wurde. Eckstein 
und Treadwell weisen darauf hin, daB auch Schénheimer uni 
Breusch eine, allerdings von diesen nicht anerkannte Steigerun 
der tiglichen Sterinsynthese um etwa 15°/, gefunden haben uni 
daB die gréBeren Ausschlige in ihren eigenen Versuchen vielleichi 
durch die Wahl anderer Tiere (Ratten statt Mause) und starke 
ungesattigter Fettsfuren (Maisél und Sojaél haben eine hoher 
Jodzahl als Schweineschmalz) bedingt sein kénnten. 

Bei diesem unentschiedenen Stand des Problems entschlossen 
wir uns im Jahre 1936 zu eigenen Untersuchungen iiber die Frage, 
ob die Olséure die Muttersubstanz des Cholesterins ist. Durch die 
Arbeiten von Minovici und von Eckstein und Treadwell war 
das Problem, das durch die Arbeit von Sch6nheimer und Breuseh 
erledigt schien, von neuem aufgerollt. Und auBerdem hatte 
Windaus [1933]?”) der alten Hypothese eine chemisch méglich 
erscheinende Formulierung gegeben: Olsiure geht vielleicht durch 
w-Oxydation in die entsprechende Dicarbonsaéure und diese dur¢l 
Abspaltung von CO, und Wasser in Zibeton tiber, das durch de 
hydrierende Cyclisierung das Ringskelett der Sterine und nacl 


Methylierung und Anlagerung der Seitenkette Sterin selbst bilde 


kénnte. 

Wir wollten aber nicht nur die seit langem in diesem Zusammet: 
hang erérterte Olsdure hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Sterin- 
bildung untersuchen, sondern unsere Priifung auf weitere Fettsauren 





26) J. of Biol. Chem. 112, 373 (1935). 
27) Lettré u. Inhoffen, Uber Sterine, Gallensiuren und verwandte 
Naturstoffe. Verlag F. Enke, Stuttgart 1936, S. 103. 
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mgesittigte «-Linolenséure. Alle 3 Fettsiuren besitzen 18 Kohlen- 
toffatome und unterscheiden sich somit nur durch den Grad der 
Saittigung mit Wasserstoff. Méglicherweise konnten sich, falls iber- 
haupt ein direkter Ubergang von Fettsiuren in Sterin stattfindet, 
nus der Stearinsdure ein gesdttigtes Sterin, aus der Olsiure Chole- 
sterin und aus der staérker ungesattigten Linolensiure ein mehrfach 


Pungesittigtes Sterin bilden. Wir haben aus diesem Grunde auch 


lie Jodzahlen der aus dem K6rper der Versuchstiere und thren 
Exkrementen erhaltenen Sterine bestimmt (vgl. Tab. 6 und 7). DaB 
im Tierkérper starker ungesattigte Sterme vorkommen kénnen, geht 


aus dem von Windaus?8) gefiihrten Nachweis von Dehydrochole- 
isterin (Provitamin Ds) hervor. Die Linolensaure war auch noch aus 


einem anderen Grunde besonders interessant. Bekanntlich zeigt sie 


bei Ratten Vitaminwirkung (Vitamin F), und es bestand immerhin 
die Méglichkeit, wenngleich keine Hinweise dafiir vorlagen, daB diese 


jitaminwirkung mit einem EinfluB auf die Sterinbildung zusam- 
menhingen kénne. 

Wir hielten es ferner fiir geraten, nicht wie die anderen Unter- 
sucher Fette mit wahrscheinlich schwankendem Gehalt an ver- 


Pschiedenen Fettsiuren, sondern die zu prifenden Fettsaéuren als 
‘solche im reinen Zustand oder als gut definierte Derivate an- 
‘zuwenden. Das erforderte allerdings einige Mehrarbeit, weil wir 


neue Ester herstellen muBten (vgl. unten), erbrachte aber dafiir den 
Vorteil, daB wir unsere Ergebnisse auf reine Substanzen beziehen 


»konnen. 


Bevor wir weiter die Anordnung unserer Versuche beschreiben, 


sist es notwendig, kurz auf folgendes einzugehen. Selbst der sichere 

Nachweis einer Mehrbildung von Cholesterin im Tierkérper nach 
‘Zufuhr von Olséure (oder einer anderen Fettsiure) wiirde noch 
"keinen Beweis fiir einen direkten Ubergang des einen Stoffes in den 
"anderen, etwa im Sinne der Windausschen Hypothese, bilden. Es 
»bliebe immer noch die Méglichkeit offen, daB die Fettsaure irgend- 
>wie auf die Bildung von Cholesterin aus emer anderen Vorstufe 
einwirkt oder daB die Fettsiure im Korper erst zu kleineren Bruch- 
'stiicken abgebaut wird, die dann ihrerseits zur Cholesterinsynthese 
verwendet werden. 
‘lich bei Verwendung von Fettsaéuren, deren Molekiile durch fest 


Eine Entscheidung lieBe sich wahrschein- 





| _— #8) Nachr. Ges. Wiss., Géttingen, Math.-physik. K]., Fachgruppe III. 
E Neue Folge 1, Nr. 18 (1936). 


5* 
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gebundenen schweren Wasserstoff (Deutertum) markiert sind, ¢. 
bringen. Bei direktem Ubergang von ,,schwerer“ Fettsiure in Steriy 
miuBte sich in der Sterinfraktion der Versuchstiere Deuterium 
alhnlich hoher Konzentration wiederfinden. Vor Ausfihrung solche 
Versuche war es zweckmabig, erst die gew6hnlichen Fettsauren iy 
Tierversuch zu priifen. Erst nach positivem Ausfall dieser Versuch: 
wollten wir eine Untersuchung der deuteriumhaltigen Fettsiure 
anschlieBen. Wir erwahnen diese urspriingliche Absicht, obwohl gs: 
nicht verwirklicht wurde, lediglich deshalb, weil die vorliegen 
Arbeit dadurch weitgehend in ihrer Anlage beeinfluBt wurde 

So verwendeten wir beispielsweise als Versuchstier nicht die 
wegen ihrer GréBe besser geeignete Ratte, sondern die (kleinere 
weiBe Maus, da wir bei spiteren Versuchen mit deuteriumhaltige 
Fettsiuren nicht zu groBe Mengen des teuren Deuteriums ver. 
brauchen konnten. (Aus dem gleichen Grunde dehnten wir die Ver- 
suchszeiten nicht allzulange aus, so wiinschenswert das 1m iibriger 
gewesen wire.) 

Um denkbare Einfliisse des Sexualcyclus auszuschalten, will. 
ten wir ausschheBlich mainnliche Mause. Die Zufuhr der Fettsaures 
nahmen wir per os vor; diese Art der Zufuhr kommt den physio: 
logischen Verhaltnissen am nichsten. Trankt man das als Haupt. 
nahrung dienende Nahrungsmittel mit der zu priifenden Substamz, 
so laBt sich nie genau feststellen, wieviel das Versuchstier davoi 
aufgenommen hat. Dieser Kinwand ist auch gegen die Versuclis- 
anordnung von Schénheimer und Breusch zu erheben. Deshall 
haben wir, um die véllige Aufnahme der zu verabreichenden Fett: 
siiuremenge zu gewahrleisten, diese mittels Schlundsonde den Mauser 
verabreicht. Die Einfithrung der Schlundsonde bei der Maus ist aller. 
dings nicht ganz einfach und erfordert ein gewisses MaB an Ubung 

Fiir die Verabreichung mittels Sonde ist es notwendig, di 
Substanzen in flissiger Form zu haben. Da nur Olsaure und Linolen- 
siure fliissig sind, die Stearinsiure aber eine feste Substanz ist, 
muBten die Sauren bei einheitlichem Vorgehen entweder in Lésun 
oder als fliissige Derivate zugefiihrt werden. Wir gaben zunacbit 
die Fettséuren in Dioxanlésung. Dabei gingen aber einige Mause, 
die Stearinsdiure erhalten hatten, ein, und die Sektion ergab dit 
Anwesenheit von Stearinsiureklumpen im Magen. Da man bei det 
Kleinheit des Mausemagens nur sehr kleine Volumina verabreiche! 
kann (etwa 0,1 cem) und bei der Verwendung von Lésungsmitteli 
das Volumen unn6tig vergréBert wird, wandten wir uns der andere! 
Moglichkeit zu, geeignete fliissige Derivate der Fettsiuren zu ver 
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Iwenden. Wir probierten zunachst die bereits bekannten Athylester 
ler 3 Fettsiuren. Da der Schmelzpunkt des Stearinsdureithylesters 
ei 88° liegt, versuchten wir ihn durch gelindes Erwirmen der 
Schlundsonde fliissig zu erhalten. Das laiBt sich aber kaum erreichen. 
Vir waren somit gezwungen, niedriger schmelzende Ester auf- 
yasuchen. Wir stellten die bisher noch unbekannten sek. Butylester 


sind, er. 
n Steri 
rium jy 
r SOlcher 
Uren In 
ersuche 


tsiiurenf/der Stearinséure, Olsiure und Linolensadure dar. Sie erwiesen sich 
wohl sifmeeeignet fir unsere Zwecke, der Stearinséureester schmilzt bei 


iegend[/21—22° und bleibt bei der Verabreichung fliissig, die beiden 
wurdefmanderen Ester sind fliissig. Zur Charakterisierung der sek. Butyl- 
cht diefMester wurden Elementarzusammensetzung, Siedepunkt, spezifisches 
leineref/ Gewicht, Brechungsindex und Molekularrefraktion bestimmt (vgl. 
altige Me Versuchsteil, 8. 82). 
ns ve Die Verabreichung der Fettséuren in Form von Estern bringt 
lic Ver weiterhin den Vorteil der besseren Vertriglichkeit mit sich. So 
ibrige, fF erwahnt H. Zain?) beispielsweise, daB freie Linolensaéure schlecht 
yesorbiert wird und Durchfalle verursacht, wihrend Linolensiure- 
, willl [ester gut vertragen wird. Gegen die Verwendung dieser neuen Ester 
‘sduren fe kénnte allerdings der Einwand erhoben werden, da sie méglicher- 
physio- JM weise von den Esterasen des Tierkérpers nicht gespalten wiirden 
Haupt: und infolgedessen die Fettsdéuren nicht zur Resorption gelangten. 
bstanz [ee Wir haben es fiir unnétig gehalten, uns durch entsprechende Fer- 
davouf/ mentversuche von der Spaltbarkeit dieser Ester zu tiberzeugen, da 
‘suchs- aus dem Schrifttum die fermentative Spaltbarkeit der sek. Butyl- 
eshall Meester anderer Fettsfuren (z. B. der Buttersiure) bekannt ist®°). 
1 Fett: Von den zu untersuchenden Estern wurde tiglich 0,1 cem ver- 
[ausenf[\ abreicht. Diese Menge entspricht gréBenordnungsmaBig der in der 
taller taglichen Futtermenge enthaltenen Fettsiuremenge. Als Futter 
Jbung [Re bekamen die Mause Hafer, dessen Spelzen nicht entfernt waren. 
g, diff Wasser stand in ausreichender Menge zur Verfiigung. Die Einzel- 
nolen: [fF heiten iber die Haltung der Tiere und die Sterinbestimmung?!) in 
yz ist, Hafer, Kot usw. finden sich im Versuchsteil. 
sue Zur Versuchsanordnung ist, abgesehen von Hinzelheiten (vgl. 
riichst f° Versuchsteil) folgendes zu bemerken. Wir haben 2 Versuchsreihen 
fause, (urchgefihrt, die sich in der Versuchsdauer unterschieden. Die 
b die. Tiere der Reihe B wurden durchschnittlich 5 Tage, die der Reihe C 
ei dee durchschnittlich 14 Tage mit den KEstern gefiittert. (Bei der 


sicher weit >: 
itteln 29) Klin. Wehschr. 16, 1351 (1937). 

ft 7 P. Rona, R. Ammon u. M. Werner, Biochem. Z. 221, 381 (1930). 
dere ; 51) Die Sterinwerte wurden immer auf Cholesterin berechnet, auch wenn 
1 ver" nes sich, wie beim Hafer und Kot (bei diesem teilweise) um Phytosterine handelte. 


a 
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Reihe A, die hier nicht weiter erwahnt wird, handelte es sich uy 
Vorversuche mit den freien Fettsiuren bzw. ihren Athylestern, wi 
weiter oben besprochen worden ist.) Jede Versuchsreihe wurde iy 


Gruppen von je 3 Mausen untergeteilt, die der gleichen Behandlun 


unterworfen wurden. So erhielt je eine Gruppe Stearinsiure-sel, 
Butylester, Olséureester und Linolensidureester. Eine Gruppe vo 
Tieren wurde mit sek. Butylalkohol gefiittert, um festzustellen, oj 
der alkoholische Anteil der untersuchten Ester von EinfluB8 auf di 
Cholesterinbildung ist. (Die Menge wurde so gewahlt, daf si 
ungefahr dem Gehalt der Ester an Butylalkohol entspricht. k 
wurden jeden [B] bzw. jeden [C] 2. Tag 0,05 cem verabreicht,) 
AuBerdem dienten in jeder Reihe 2 Gruppen als Kontrolltier 

Wir haben in der ,,Vorperiode‘‘ und in der Versuchsperiod 
(vgl. Tab. 1 und 2) die Sterinbilanz (Zufuhr an Nahrungssterin 
minus Ausscheidung an Kotsterin) festgestellt und am Ende de 


Versuchsperiode die Mause getétet und die Gesamtsterinmeny I 
jedes Tieres nach Aufldésen in alkoholischer Natronlauge mittels def 


Digitoninmethode bestimmt. 

Wir besprechen zuniichst die Versuchsreihe B (Tab. 1, 8. 72/73) 
Die Mause aller Gruppen wurden 66 Tage lang lediglich mit Hafer 
und Wasser gefiittert. Dann wurde bei den eigentlichen Versuchs. 
tieren (B 4—12) mit der Vorperiode begonnen, d. h. es wurde nu 
bei weiter gleichbleibender Ernahrung der Inhalt der Glaser, i 
denen die Mause einzeln untergebracht waren, in den Gefafe 
belassen und nach 7 Tagen der gesamte Inhalt der 3 Glaser jeder 


Gruppe (Siégemehl, Nahrungsreste und Kot), wie im Versuchstel R 





geschildert, aufgearbeitet. Auf diese Weise wurden je Gruppe” 


ermittelt: die gesamte, wirklich verzehrte Hafermenge und die aus 
geschiedene Kotmenge. Aus diesen Mengen und ihrem experiment! 
ermittelten Steringehalt wurde die tigliche Sterinbilanz je Versuch: 
tier (als Durchschnittswert) berechnet. Nach der 7tagigen Vor: 
periode wurde mit der Zufiitterung der Ester begonnen. Diese ,, Ver 
suchsperiode“ dauerte durchschnittlich 5 Tage. Dabei erhielt di 
Gruppe B 4—6 tiglich 0,1 ccm Stearinsiureester, die Mause B4 
und B5 innerhalb der Versuchsdauer insgesamt je 487 mg, dit 
Maus B6 nur 175 mg, da sie nach 2 Tagen einging. Den Tiere 
der Gruppe B 7—9 wurden insgesamt je 488 mg Olsdureester ver: 
abreicht. In der nichsten Gruppe wurden den Mausen B 11 und !? 
insgesamt je 458 mg Linolensiureester zugefiihrt, wihrend B 1! 
nur 188 mg erhielt und nach 2 Tagen einging. Den Tieren B 13—} 


wurden taglich 0,05 cem sek. Butylalkohol zugefiihrt ; so erhielte! F™ 
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1B 14 und 15 innerhalb 4 Tagen je 162 mg, B 13 innerhalb 2 Tagen 
4 mg. (B18 ging ein.) Bei dieser letzten Gruppe ist keine Vor- 
| neriode angegeben, weil die zur Vorperiode verwendeten Mause bei 
Wer ersten Sondenbehandlung eingingen und fiir den Versuch selbst 
Trische Tiere eingesetzt werden muBten. Wie fiir die Vorperiode 
yrurde auch fiir die Versuchsperiode die Sterinbilanz ermittelt. Nach 
: heendeter Versuchsperiode wurden die Tiere getdtet und der Sterin- 
gehalt des ganzen Korpers bestimmt. 
In der Versuchsreihe B wurden 2 Gruppen von Kontrolltieren 
Gnitgefiihrt. Die Gruppe B 1—8 wurde insgesamt 73 Tage lang mit 
afer und Wasser gefiittert und die Sterinbilanz fiir diesen ganzen 
iy eitraum ermittelt. Die Tétung der Tiere und Bestimmung der 
‘yesamten K6rpersterinmenge erfolgte an dem Tage, an dem die 
| Jorperiode der Versuchstiere beendet war. Der so ermittelte Sterin- 
‘ehalt dieser Kontrollgruppe entspricht offenbar dem der eigent- 
[ lichen V ersuchsgruppen (B 4—15) im Zeitpunkt der Beendigung der 
4 Porperiode, bzw. des Beginns der Versuchsperiode. Die Tiere der 
‘eweiten Kontrollgruppe (B16—18) wurden ebenfalls zunachst 
66 Tage lang mit Hafer und Wasser gefiittert. Die gleiche Fitterung 
Mwurde tiber den Zeitraum von Vorperiode + V ersuchsperiode fort- 
esetzt und die Sterinbilanz fiir diese 12 Tage sowie anschlieBend 
: ler gesamte Korpersteringehalt der einzelnen Mause bestimmt. Der 








: *Steringehalt dieser Kontrollgruppe diente zur Feststellung etwaiger 
ce ahrend der Versuchsdauer auftretender Schwankungen des als 
yAusgangswert fiir die Versuchsperiode verwendeten Ko6rpersterin- 
egehaltes der Kontrollgruppe B 1—3. 

Das fiir die Versuchsreihe B Gesagte gilt ebenso fiir die Ver- 
isuchsreihe C, mit folgenden Ausnahmen: die Versuchsperiode war 
Shier linger, sie erstreckte sich tiber 2 Wochen. Nur bei der Gruppe 
( 10—12 wurde der Versuch nach 5 Tagen abgebrochen, da infolge 
eines nicht vorherzusehenden Zwischenfalles die Menge des Linolen- 
ysiureesters nicht linger ausreichte. So erhielten die Tiere der 
Gruppen C 4—6, C 7—9 und C 183—15 etwa 2—3 mal so viel Stearin- 
siureester bzw. Olsiureester bzw. Butylalkohol als die entsprechen- 
den Gruppen der Versuchsreihe B, wahrend die an die Gruppe 
C10—12 verfitterte Menge an Linolensiureester derjenigen der 
Gruppe B 10—12 entspricht. Ferner ist zu bemerken, daB die 
‘Sterinbilanz der Kontrollgruppe C 1—8 nur fiir den Zeitraum der 
,Vorperiode“ bestimmt wurde. AuBerdem dauerte die gleichmaBige 
Fiitterung aller Tiere der Versuchsreihe C vor Beginn der Vorperiode 



























*) Die Zahlen aller Spalten beziehen sich, wenn nicht anders angegebe?, 
**) Die Abkiirzungen bedeuten: St = Stearinsiureester, Oe = Olsdure- 
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" sethis Vorperiode " 
SS emen pecenielieinmnctionaainn nenenanenetiaianee ae rn 
S a r Ver- Aus- | _ Sterin Ver- 
hd auer uf geschie- | 7, A ss Tie- fiitterte 

A : fiitterter | © uge usge ag 

2 | im | efor | ‘emer | fiibrt | schieden | liche | 5ubstanz. 
= | Tagen Kot |(Hafer)| (Kot) | Bilanz | ™&28e™) 
= re re PN ——— — g = i = — — — = mé & 

B 1 73 | — 
2) 78 | 194,3 11,42 | 3838 | 1240 | —1,2 at 
s| a8 ae 
4 7 St 0,4368 
5 7 23,0 1,4 4,0 14,9 | —1,6 0,4368 
6 7 0,1747 
7 7 | Oe 0,4376 
8 7 21,0 0,99 8,7 144 | —1,5 0,4376 
9 7 0,4376 
10 4 12,98 0,74 2,2 | —1,2 | Li 0,1833 
11 7 f 0,4583 

22. 3 ¢ 2, - | el 
- : 22.55 1,3 3,9 12,0 11] 04583 
— _ _ _ aise — | Bu 0,0808 
4] — — — - — — 0,1616 
6] — — — _ _ _ 0,1616 
16 12 | — 
17 12 | 32,5 1,97 5,7 19,5 | —1,2 om 
18 12 | ot 

T abel 

C1 6 13,7 0,7 2,4 so) | -a4 _ 
2 6 19,8 0,87 3,4 us | -12 a 
8 6 17,5 0,79 3.0 10,2 | —1,2 
4 5 14,9 0,97 2,6 8,1  —1,1 |St 1,2229 
5 5 17,6 0,75 3.1 7 | 18 1,2229 
6 5 12,8 0,89 2,2 99 | —1,5 0,9609 
i sn yin - sn — | Oe 1,2251 
8 5 9,5 0,69 1,7 92 | ~16 1,2251 
9 5 13,7 0,49 2.4 5,8 | —0,7 1,1376 

10 5 12,9 0,43 2,2 5,6 | —0,7 | Li 0,4584 
11 5 18,0 1,06 3,1 18,2 | —2,0 0,4584 
12 5 16,7 0,62 2.9 6,5 | —0,7 0,4584 
“i —_ _ ss — | Bu0,3231 
be 4. te ae _ a - 0,3231 
oi ~ _ v0 : pu 0,3281 
16 19 62,7 1,37 10,9 7,5 | +0,2 . 

17 19 42,6 1,82 1,4 13,0 | —0,3 — 
is} 19 55,4 1,51 9,6 10,8 | —0,1 — 
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296 3 
229 | 1482.8 
609 | lew4,5 
251 lt 4 9,3 
251 | 1 2.4 
376 | 13,1 
84 ‘ 1,1 
584 | i g0,3 
84 | ks ,6 
231 | le m4,2 
231 | 1 9,2 
231 | lifh38,5 
reben, 














Aus- 
geschie- 
dener 

Kot 
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Versuchsperiode 
Sterin 

Zuge- | Ausge- ‘Tiig- 

fihrt | schieden _liche 

(Hafer)| (Kot) | Bilanz 
mg | mg § mg 
2,4 90 | -1,8 
0,7 0,6 +0,05 
1,4 6,9 —1,1 
0,9 0,3 +0,3 
2,1 3,6 = 0,3 | 
0,3. 1,0 —0,4 
0,5 4,3 ~te 
6,7 20,8 —1,0 
5,7 21,8 ~ 12 
6,0 6,6 — 0,05 
6,8 12,7 | —0,4 
744 20,3 —0,9 
5,8 11,0 —0,4 
1,9 5,6 —0,7 
1,8 7,5 + $3 
2,4 5,5 ~0,6 
11 13,8 —0,4 
6,8 17,5 i,t 
7,6 18,9 | —0,75 
ot HO at 








Gewicht der 


Maus zu Be- 
ginn d. Vers.- 
Periode 


£ 


19,55 
23,38 
19,73 


20,5 
22.5 
21,0 


25,8 
22,5 
20,0 
22,0 
24,0 
22,0 
17,5 
22,5 
21,5 
22,0 
20,5 


21,5 


12,22 
19,8 
21,8 


21,8 
19,5 
15,0 


16,8 
16,8 
20,0 


16,6 
18,7 
20,2 
22,4 
20,0 
22,3 
17,0 
14,9 





22,2 


auf die Gesamtdauer der betr. Periode je Maus. 
ester, Li = Linolensiureester, Bu = sek. Butylalkohol. 








KOorper- 


sterin 

der Maus 
mg | "J 

71,8 0,37 
76,2 0,33 
57,1 0,29 
63,3 | 0,33 
73,4 | 0,33 
76,4 0,36 
83,2 0,33 
73,8 | 0,33 
72,6 | 0,36 
64,4 | 0,29 
73,1 | 0,30 
66,6 | 0,30 
61,7 0,35 
68,1 | 0,30 
67,2 | 0,31 
64,0 | 0,29 
60,0 0,29 
73,6 | 0,34 
87,8 | 0,31 
59,2 | 0,30 
69,4 | 0,32 
59,9 | 0,27 
50,1 | 0,26 
44,2 | 0,29 
54,3 | 0,32 
54,8 | 0,33 
63,5 | 0,32 
47,7 | 0,29 
55,5 | 0,30 
62,3 0,31 
68,8 | 0,31 
60,9 | 0,30 
65,1 | 0,29 
50,8 | 0,30 
40,9 | 0,27 
74,7 | 0,34 





Durch- 
schnitt 
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Maus 
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oS Oe CO bS = 


© MH #1 
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12 


alll cael ool 
Ot He 0 


16 
17 
18 

















@1 =] -] 


a1 +1 “1-1-1 








Or OU Ot OH Ss 


or on | 


Sr oro 








8 7 


24,0 
27,5 
21,9 


23,5 
22.5 
21,5 


25,7 
23,2 
20,0 


23,1 
a 

29,0 
99.5 


ai adg 


Vorperiode 
Gewicht der Maus 


zu Beginn zu Ende 


a, 


19,55 
23,38 


9 i 
20,5 
99 F 


Gkigv 


21,0 
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G icht sd ‘Tagliche 
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2,66 


3,29 
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Gewicht der Maus | Gewichts- 
zuBeginn zu Ende anderung 
g g g 
20,5 | 19,05 — 1,45 
22.5 20,2 —23 
21,0 18,2 — 2,8 
25,3 24,1 «tf 
22.5 22,45 —0,05 
20,0 18,65 —1,35 
22,0 19,41 — 2,59 
24,0 22.95 — 2,05 
22.0 20,6 —1,4 
17,5 16,8 it 
22.5 19,25 —3,25 
21,5 19,15 —2.35 
22.0 21,7 ~0,3 
20,5 20,35 —0,15 
21,5 20,4 ~t:3 
21,8 16,2 —5,6 
19,5 13,4 —6,1 
15,0 11,8 —3,2 
16,8 | 16,8 —0,5 
16,8 | 17,2 +0,4 
20,0 | 18,0 —2.0 
16,6 | 15,2 ts 
18,7 | 17,5 ie 
20.2 | 19,2 ~ 1,0 
22.4 | 225 +0,1 
20,0 | 19,0 if 
22.3 20,4 —1,9 
17,0 16,5 —0,5 
14,9 14,5 — 0,4 
22,2 21,8 —0,4 











Tiigliche 
Hafer- 
aufnahme 


ae 








Tiigliche | 
Kotaus- 
scheidung 


g 


0,187 
0,03 


0,198 


0,033 
0,14 
0,04 
0,083 


0,164 
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Die interessierenden Daten sind in den Tab. 1 und 2 iiber. 
sichtlich zusammengestellt, so daB sich weitere Versuchsprotokolle 
erubrigen. 

Die Besprechung der Versuchsergebnisse bietet ver. 
schiedene Schwierigkeiten. Wir wollen zunichst die Werte fiir das 
K6rpersterin (ohne Bilanzwerte) betrachten. Fiir den Vergleich dey 
verschiedenen Werte ist es zweckmibig, den Steringehalt des ge. 
samten K6rpers in Prozenten des Kérpergewichtes auszudriicken, 
Es lag nahe, als K6rpergewicht das Gewicht der Tiere nach erfolgter 
Tétung einzusetzen. Bei dieser Art der Berechnung (vgl. Tab. 5) 
ergibt sich folgendes [wobei sich die erstgenannten Zahlen auf dic 
kirzer dauernden (B), die letztgenannten Zahlen auf die langer 
dauernden (C) Versuche beziehen|: Der prozentuale K6rpersterin. 


gehalt ist gegeniiber den Kontrollwerten 0,82 bzw. 0,31°/) nach | 


Zufuhr von Stearinsdureester um 19 bzw. 23°/,, von Olsaureester 
um 9 baw. 10°/, erhéht, nach Verabreichung des Linolensiureesters 
(hier ist bei B und C, wie oben erwiihnt, die Versuchsdauer gleich) 
gleich geblieben und nach Butylalkohol um 12 bzw. 3°/, erhdht. 
Unter Beriicksichtigung der biologischen Schwankungen kénnte 
man allenfalls dem Stearinsiureester einen geringen Einflu8 auf 
die Sterinsynthese zugestehen, wihrend die anderen Ester und der 
Butylalkohol praktisch keine Wirkung zeigen. Die geringen Zi- 
nahmen des prozentualen Steringehaltes werden noch kleiner bei 
folgender Berechnung. Es ist sehr fraglich, ob es berechtigt ist, 
der Errechnung der Sterinprozente das Gewicht der Tiere nach 
erfolgter Tétung zugrunde zu legen, da fast simtliche Versuchstiere 
wihrend der Dauer der Esterzufuhr an Gewicht verloren haben 
(vgl. Tab. 3 und 4). Wenn man namlich annimmt, daB der absolute 
Steringehalt der Maus auch bei abnehmendem Gewicht gleich bleibt, 
dann ergibt sich allein aus der Gewichtsverminderung eine Erhéhung 
des prozentualen Steringehalts, die eine tatsichliche Zunahme vor- 
tiuscht. DaB die Gesamtcholesterinmenge von 15—20 Tage lang 
hungernden Hunden, die 3/, ihres Gewichtes und ihr gesamtes I'ett 
eingebiBt hatten, verglichen mit normalen Hunden des gleichen 
Wurfes, unverandert blieb, hat Beumer?2) beschrieben, wie wi 
bei Durchsicht der Literatur fanden. Wenngleich es sich in unseren 
Versuchen nicht um Hungertiere handelt, glauben wir doch, die 
Gesamtsterinmenge als unabhingig von der Gewichtsverminderung 
ansehen zu miissen. Dann ist es aber nétig, zur Errechnung det 





382) Dtsch. med. Wehschr. 51, 230 (1925). 
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Sterinprozente das Gewicht der Tiere zu Beginn der henson udeneee 
: / mugrunde zu legen (Tab. 1, 2 und 5). Aus der Ubersichtstab. 5 ist 
' mersehen, daB sich nach dieser Art der Berechnung bei allen unter- 
© suchten Substanzen praktisch keine Veranderung des prozentualen 
" Steringehaltes gegeniiber den Kontrolltieren ergibt. Das gilt auch 
‘fir den Stearinsdureester, der bei Zugrundelegung des Tétungs- 
a gewichtes eine kleine Erhéhung des prozentualen Steringehaltes ver- 
ursachte. Gerade die Tiergruppe, die diesen Ester erhielt, zeigte 
' aber die gréBten Gewichtsverminderungen wiihrend der Versuchs- 
| periode, wodureh die héheren Prozentzahlen der ersten Berech- 
‘nungsart eben zustande kommen. 

P Worauf die Gewichtsverminderungen zuriickzufiihren sind, ist 
' schwer zu sagen. Der naheliegende Gedanke, sie als eine Folge 
von Magenschiidigungen durch die Schlundsondenbehandlung auf- 
gufassen, erscheint nicht stichhaltig. Kinesteils lieBen sich bei der 
| Sektion keine Schadigungen feststellen, wie uns von pathologisch- 
‘anatomischer Seite (Dr. Eger) mitgeteilt wurde, und andernteils 
F nahmen die Tiere der Versuchsreihe B fast durchweg auch in der 
' behandlungsfreien Vorperiode ab, wahrend die Tiere der Reihe C 
'wihrend dieser Vorperiode iiberwiegend zunahmen. Wir haben in 
den Tab. 3 und 4 auBer den festgestellten Gewichtsverinderungen 
' auch die taglich aufgenommene Menge Hafer und ausgeschiedene 
| Menge Kot verzeichnet. Es la8t sich aber nicht allgemein behaup- 
ten, daB die Gewichtsabnahmen durch verminderte Haferaufnahme, 
"also geringere FreBlust, bedingt waren. Wir verzichten auf die 
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| Wiedergabe all der Uberlegungen, die man iiber diese Frage an- 
' stellen kann. Hier waren weitere Versuche zur Klarung ndtig. 


Die bisherigen Betrachtungen sind ohne Beriicksichtigung der 
' von uns bestimmten Sterinbilanzen erfolgt. Man muB diese aber 


| zweifellos zur Beurteilung der Frage nach der Cholesterinsynthese 
in geeigneter Weise heranziehen, da sie stets negativ waren, d. h. 


mehr Sterin ausgeschieden als zugefiihrt wurde. Diese Mehraus- 
scheidung muB als Cholesterin angesehen werden; die iibrigen 


| Sterine des Kotes sind unverdandert ausgeschiedenes Nahrungssterin. 


' Nach den Jodzahlbestimmungen, die wir an den aus dem Kot 


© gewonnenen Sterindigitoniden ausgefiihrt haben, handelt es sich 


| iberwiegend um einfach ungesittigte Sterine. (Einzelheiten §. 84 


» und Tab. 7.) Die Betrachtung der je Miusegruppe errechneten 
' taglichen Sterinbilanz zeigt bei beiden Versuchsreihen in der Ver- 
- suchsperiode eine mehr oder weniger groBe Abnahme der Mehr- 





ausscheidung (= negativen Bilanz) gegeniiber der Vorperiode (vgl. 
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Tab. 5). Das bedeutet, daB wahrend der Versuchsperiode weniger 
Cholesterin gebildet bzw. ausgeschieden wird. Wenn wir auch yor 
einer genauen Korrektur der Koérpersterinwerte durch die Bilanv. 
zahlen absehen, weil diese doch im einzelnen ziemlich schwankey 
(die mittlere tagliche Bilanz betragt z. B. fiir die Tiere der Reihe B 
in der Vorperiode 1,33, die Kinzelwerte erstrecken sich aber von 1, 
bis 1,6), so kénnen wir doch folgendes sagen: In unseren Versuchey 
an der weiBen Maus bleibt bei den zugefiihrten Mengen der ver. 
wendeten Ester (und auch des sek. Butylalkohols selbst) die Chole. 
sterinmenge der Versuchstiere praktisch unverindert, wahrend die 
Bilanz zurickgeht. Auf keinen Fall ist die Cholesterinbildung de 
weiBen Maus unter unseren Versuchsbedingungen gesteigert worden, 
sie scheint eher verringert zu sein. Die Jodzahlbestimmungen der 
aus dem K6rper bzw. Kot der Tiere isolierten digitoninfallbaren 
Sterinfraktionen sprechen dafiir, daB es sich in der Hauptsache un 
einfach ungesattigte Sterine handelt. Beim Vergleich unserer Daten, 
die an weiBben Mausen bei Haferfiitterung gewonnen wurden, mit 
denjenigen von Sché6nheimer und Breusch, die ihre Tiere mit 
Brot ernihrten, ergeben sich in weitgehender Ubereinstimmung der 
Steringehalt des K6rpers zu 0,32 bzw. 0,30°/,, die tagliche negative 
Bilanz zu 1,33 baw. 1,8 mg und daraus eine monatliche Neubildung 


Tabelle 5 


(Alle Zahlen sind Mittelwerte, aus den 3 Einzelwerten jeder Gruppe errechnet 


























Ss Ss2ls€) ge Wig | Tigl. Mehraus-| § | 

ES- 23/3] 8 6 8 ~28 es an | 2: 

Nummer Sa Melo esos l[—e Sterin i = 
der Verfiitterte |2emolSs|esa]a py em mse ie: 
Soe ZH 1SeH/2=] _ in der <" 
Versuchs- Substanz BOs cio ole So Sl Vor | Vers-| 2 
: Ons oT Ss ]:o & as or ers.- | ¢ 
tiere MS E>) ES |M S89 | E 8B | periode|Periode| 3: 
s OdINw les sinw a b 

B 1—$ on 0,38 = 1,2 — 14 
B 4— 6] Stearinsiureester 0,34 |+ 6] 0,88 [+19] 1,6 1,3 | - 
B 7— 9] Olséureester. . . 0,34 |+ 6] 0,85 [+ 9] 1,5 Lt i 
B 10—12] Linolensdureester 0,30 |— 6] 0,82 O} 1,15 | 0,3 | -! 
C 10—12 " 0,30 |— 6| 0,82 Oo} 1,1 0,8 | -l 
B 13—15] Sek. Butylalkohol 0,32 0} 0,36 [+12) — - 
B 16—18 — 0,31 0,32 1,2 — |- 
Cc 1~2 _ 0,31 _ 1,2 — | 4 
C 4— 6] Stearinsiureester 0,27 }|—13] 0,88 [+23] 1,3 0,75 | -4 
C 7— 9] Olsdureester. . . 0,32 |+ 3] 0,84 [+10] 1,1 0,6 | -! 
C 13—15]| Sek. Butylalkohol 0,30 |— 3] 0,382 [+ 8] — 0,6 [ 
C 16—18 nd 0,30 0,31 007 | — J} - 


























*) Kontrollwert fiir Reihe B 0,32°/,, fiir C 0,31°/,, 
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- yon Cholesterin von etwa 40 bzw. 54 mg. Wahrend aber Schén- 
- heimer und Breusch bei Zulage von Schweineschmalz eine gering- 
E fiigige Erhohung der Bilanz auf 2,1 mg feststellten, die sie offenbar 
‘ nicht als Erhéhung werten, sind bei unseren Versuchen mit den 


Bite on hen 


eo 


“eae ea 


' Fettsdureestern die Bilanzzahlen zuriickgegangen. 


SchlieBlich sind noch zwei weitere Arbeiten zu besprechen, die 
sich mit dem Problem der Sterinbildung befassen. Eckstein *) 


‘nimmt in einer neueren Arbeit an, daB der von Eckstein und 
' Treadwell2*) gefundene Einflu8 der Fettfiitterung auf die Chole- 
‘stermbildung deshalb gréBer war als bei Schénheimer und 
'Breusch, weil in den von ihnen verwendeten Fetten mehr un- 


gesittigte Fettsiuren, allerdings auch mehr Unverseifbares, als 1m 


' Schweineschmalz enthalten waren. In seinen neuen Versuchen hat 
‘nun Eckstein an Ratten verschiedene Diidten verfiittert, die 
gleichen Gehalt an Sterin und Unverseifbarem aufwiesen und sich 
nur durch den Gehalt an Fett voneinander unterschieden. Bei einer 
| Didt mit 32°/, Fett war die Sterinsynthese der Ratte grdBer als 
bei 12,89/,. Ferner war die Sterinbildung nach Mais6l (Jod- 
} zahl 118) gréBer als nach CocosnuB6l (Jodzahl 8). In einer weiteren 
> Arbeit gibt Eckstein *4) an, daB bei jungen weiBen Ratten die 


tigliche Sterinbilanz bei 28°/, Fettdiét 9,4 mg, bei 5°/, Fettdiat 
nur 2,7 mg taglich ausmachte. Nach diesen Versuchen von Eck- 


stein scheint tatsaéchlich die Sterinsynthese im K6rper der jungen 


) wei8en Ratte nach Zufuhr von Fett, besonders von ungesattigtem 
= Fett, zuzunehmen. Die Ergebnisse waren sicher einfacher zu deuten, 


wenn an Stelle der Fette mit ihrer komplizierten Zusammensetzung 


4 einfache definierte Fettsiuren oder Derivate verfiittert worden 
#® wiren. (Das gilt ebenso fir die Versuche von Schénheimer und 


» Breusch.) Allerdings ist auch durch die Arbeiten von Eckstein 





nicht bewiesen, ob Fettsauren direkt in Cholesterin ibergehen oder 


/ ob sie auf andere Weise die Sterinsynthese beeinflussen. 


Weiter haben sich D. Rittenberg und R. Schénheimer* ) 
mit der Frage der Cholesterinbildung beschaftigt. 
Mausen wurde schweres Wasser injiziert und dann weiterhin 


durch Trinken (von 2,35°/,igem schwerem Wasser) verabreicht, so 
| daB der Gehalt der K6rperfliissigkeit der Tiere an Deuteriumoxyd 
etwa 1,5°/, betrug. Als Futter erhielten die Tiere Weizenbrot. Nach 


*3) J. of Biol. Chem. 125, 99 (1938). 
*4) J. of Biol. Chem. 125, 107 (1938). 
°°) J. of Biol. Chem. 121, 235 (1937). 
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einer Reihe von Tagen wurden die Mause getétet und sowohl dix 
Fettsauren wie das Cholesterin isoliert. Nach 60 Tagen betrug de 
Gehalt der Korperflissigkeit 1,7 Atomprozent, der des isoliertey 
Cholesterins 0,78 Atomprozent an Deuterium. Die Konzentratioy 
des Deuteriums in bezug auf den Gesamtwasserstoffgehalt ist: als 
im Sterin etwa die Hialfte derjenigen der K6rperfliissigkeit. Daray; 
wird gefolgert, daB im Verlauf der Cholesterinbildung im Organism; 
der Maus die Halfte aller (schlieBlich im Sterinmolekiil sich be. 
findender) Wasserstoffatome austauschbar gewesen sein muB, nit. 
lich austauschbar gegen das Deuterium der Korperfliissigkeit. (In 
fertigen Cholesterin ist das Wasserstoffatom der alkoholischey 
Hydroxylgruppe das einzige, das gegen Deuterium ausgetauschi 
werden kann. Bei der Aufarbeitung in gewéhnlichem waBrigem oder 
alkoholischem Medium wird dieses Deuterium wieder gegen gewohn: 
lichen Wasserstoff ausgetauscht, so daB gewohnliches Cholesteriy 
erhalten wird. Das aus dem Korper der Versuchsmiuse isolierte 
Cholesterin dagegen enthalt das Deuterium fest gebunden.) Nach 
Rittenberg und Schénheimer muB also an vielen C-Atome 
des Sterins bei der Synthese Austausch baw. Einbau von Deuteriun 
stattgefunden haben. Sie lehnen daher eine Synthese des Chole 
sterins aus einem ahnlich gebauten Ringsystem oder iiberhaupi 
durch geringfiigige Anderungen ab, ebenso die Bildung aus Fett- 
siuren, und nehmen Aufbau des Sterinmolekils aus kleinen Bruch: 
stiicken an, wie sie im Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel ent: 
stehen k6énnen. 

So einleuchtend diese SchluBfolgerung ist, muB sie doch woll 
eine gewisse Einschrankung erfahren. DaB die Sterinsynthese au: 
kleinen Molekiilen erfolgt, kann man ohne weiteres annehmen. Nu! 
haben aber Rittenberg und Schénheimer in der gleichen Arbeit 
auch die Fettsaéuren isoliert und an ihnen einen ahnlichen Dew: 
teriumgehalt wie beim Cholesterin festgestellt. Die Fettsynthes 
geht ubrigens rascher vonstatten (Halbwertszeit etwa 5—9 Tage) 
als die Cholesterinsynthese (Halbwertszeit etwa 15—25 Tage). Mar 
kénnte also durchaus annehmen, daB aus kleinen Bruchstiicket 
zunichst Fettsiuren aufgebaut werden, die dann vielleicht doch 
Cholesterin umgewandelt werden kénnen. Diese Arbeit vol 
Rittenberg und Schénheimer erbringt keinen Beweis fil. 
aber — nach unserer Ansicht — auch keinen Beweis gegen eit 
Cholesterinbildung aus Fettsauren. 

Wir kommen zu folgenden SchluBfolgerungen. Die wachsent 
weiBe Ratte scheint fiir Versuche zur Cholesterinsynthese bess! 
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hl die [F geeignet zu sein als die weiBe Maus. Es wire wiinschenswert, unsere 
ig dey 4 Versuche mit den sek. Butylestern von Stearinsiure, Olsaure und 
lerten id Linolenséure oder anderen mehrfach ungesiattigten Fettsiuren an 
ration der wachsenden Ratte zu wiederholen. Dabei waren, wie wir ein- 
t also fF? cangs unserer Arbeit besprochen haben, deuteriumhaltige Fett- 
araus [ siuren zu verwenden, damit sich eine Aussage machen laBt, ob 
ismus q der bei den Ratten zu erwartende EinfluB auf die Cholesterin- 
h be. synthese auf einem stofflichen Zusammenhang beruht, ob also ein 
nin-{— Ubergang stattfindet oder eine Beeinflussung auf anderem Wege. 





. (nie 
schen Zusa a 
uscht J = 1, Der Gehalt an digitoninfillbarem Sterin bei mit Hafer 


. oder | gefiitterten, m&nnlichen weiBen Miusen schwankte zwischen 0,29 
wohn- a und 0,87°/, (im Mittel 0,32°/,) des Kérpergewichts. Die tigliche 
ster | negative Bilanz schwankte zwischen 1,1—1,6 (Mittel 1,33) mg. Es 


hier FH findet ein Aufbau von Cholesterin statt. 

‘Nadi : 2. Unter unseren Versuchsbedingungen trat nach Zufuhr des 
‘ome sek. Butylesters der, Stearinsiure, Olsiure und Linolensiure sowie 
er 


' von Butylalkohol keine Vermehrung der Sterinsynthese ein. 


Jhole- Dabei wurde die tagliche Sterinbilanz sogar kleiner. 








haupt : , . 
sai : 3. Die aus dem K6rper und dem Kot der Versuchstiere ge- 
uch: YOunenen Sterine sind nach ihrer Jodzahl in der Hauptsache ein- 
| ont ach ungesattigt. 
: 4. Es hat sich bei unseren Versuchen an der weigen Maus kein 

woh! jae ee dafiir ergeben, daB aus Fettsiuren Cholesterin ge- 
e au he » bildet wird. 

Nu e Versuche 
Arbett I. Substrate 

ie Fettsiuren. Olsaiure (enthielt geringe Spuren Sterin, die mittels 
these 2 S aieeiiian nachgewiesen wurden) und Stearinséiure wurden aus dem Handel 
Tage) * bezogen. Linolensaure wurde aus den ,,Leinélsiuren‘‘ von Schering-Kahlbaum 
Man (@ Bach der Vorschrift von E. Erdmann ®**) hergestellt, die sich im wesentlichen 


/ auf die Tatsache griindet, daB das Zinksalz der Linolenséure im Gegensatz 
» zu den Salzen der Linol- und Olséure in Alkohol leicht léslich ist. Da man 
die so erhaltene, von Erdmann als «-Linolensaure bezeichnete Substanz wegen 
ihrer leichten Zersetzlichkeit nicht im Hochvakuum destillieren darf (iiber eine 
Apparatur zur Molekulardestillation verfiigten wir leider nicht), ist die Rein- 
darstellung sehr schwierig. Wir sind nicht sicher, ob sie uns vollig gelungen ist. 
Le 2. Darstellung der Fettsaiureester. — a) sek. Butylester der 
sind a «-Linolens&ure. Zunachst wurde in einer Schliffapparatur, bestehend aus 


bessel 


iickeu 
yeh i 

vol 
; fir, 
1 elne 





6) Diese Z. 74, 184 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 
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Rundkolben mit aufgesetztem Tropftrichter, RiickfluBkiihler und Chlor. 
calciumrohr, das Saéurechlorid dargestellt. Zu 19,6 g «-Linolensiure, die jn 
Wasserbad auf 40° erwarmt wurde, 148t man die 3fache theoretische Menge — 
(24,6 g) Thionylchlorid zutropfen. Die Flissigkeit farbt sich unter Auf. — 
schiumen dunkel. Nach beendigtem Zutropfen wurde noch 30 Minuten bei — 
40° belassen und dann der Uberschu8 an Thionylchlorid im Vakuum bei 15! 
abgedampft. Das Saurechlorid ist in theoretischer Ausbeute (20,9 g) entstanden, 
20,9 g Linolenséurechlorid wurden mit der gleichen Menge wasserfreien — ) % 
Benzol verdiinnt und zu einer Mischung von 5,2 g sek. Butylalkohol mit ebenso. F 
viel Benzol zutropfen lassen. Die Reaktion wurde in der erwahnten Schiff. 
apparatur auf dem siedenden Wasserbad durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 
noch 3 Stunden im Sieden gehalten und zur Entfernung noch vorhandener 
. Salzsiure die abgekiihlte Fliissigkeit mit verdiinnter Natriumbicarbonatlésung 
bis zur alkalischen Reaktion, anschlieBend mit Wasser bis zur neutralen Reak. 
tion gewaschen. Die zuriickbleibende braune Suspension wurde iiber Natrium. 
sulfat getrocknet. Die sich ergebende klare braune Lésung wurde zur Ent. 
fernung des Benzols im Vakuum erhitzt und der Riickstand im Hochvakuun 
(weniger als 0,01 mm) destilliert. Bei 193—195° ging der sek. Butylester der 
«-Linolenséure iiber (5 g). 
6,090, 6,230, 6,665 mg Subst.: 17,045, 17,390, 18,695 mg CO,, 6,205, 
6,295, 6,820 mg H,O. 
C..H,,0, (334,30) 
Ber. C 78,97 H 11,4 
Gef. ,, 76,31, 76,13, 76,48 »» 11,40, 11,31, 11,45. 
Worauf der niedrige C-Wert zuriickzufiihren ist, kénnen wir nicht ent- 


scheiden. 
Dichtebestimmung. Sie wurde mit dem 1l-cem-Pyknometer durch- 


Brechungsindex (mit dem Abbé-Refraktometer bestimmt): n = 1,4704 
bei 18°. s 
Molekularrefraktion: Berechnung nach der Formel von Lorenz- — 
n?—1 M 3 

Lorenz. MR = as a 102,83 (th. 104,04). 
Die geringe Verschiedenheit der Temperaturen, bei denen Dichte und 
Brechungsindex bestimmt wurden, spielt fiir unsere Zwecke keine wesentliche 


Rolle. 
b) sek. Butylester der Olsiure. Die Darstellung erfolgte wie bei der 


Linolenséure. Siedep. 163—165° bei weniger als 0,01 mm. 
5,377, 6,903 mg Subst.: 15,290, 19,695 mg CO,, 6,100, 7,845 mg H,0. 


CyeH,.0. (338,33) Ber. C 78,03 H 12,5 
Gef. ,, 77,56, 77,79  ,, 12,70, 12,72. 


dos,; = 0,8751; n = 1,4505 bei 18°; MR = 104,00 (th. 104,98). 
c) sek. Butylester der Stearinsaure. Siedep. bei 0,4mm: 185—187". 
5,109, 5,705 mg Subst.: 14,445, 16,145 mg CO,, 5,980, 6,565 mg H,?. 


CeoH,,0, (340,34) Ber. © 77,57 H 13,0 
Gef. ,, 77,14, 77,16 ,, 13,10, 12,88. 


dy»; = 0,8736; n = 1,4437 bei 18°; MR = 103,43 (th. 105,45). 
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Chlor. II. Methodik der Sterinbestimmung 

_ r 1. Aufarbeitung der Mause zwecks Bestimmung des Kérper- 
rA 7 '~ sterins. Die Aufarbeitung erfolgte im wesentlichen nach Schénheimer und 
iin " .[— Breusch2?), Die Mause wurden einzeln in einem Glasstutzen mittels eines 
ei ~ a ithergetrankten Wattebausches getétet, hierauf gewogen und dann in einem 


ande + Schliffkolben mit einer Lésung von 7,5 g NaOH in 100 ccm 96°/,igem, ver- 
fe > gilltem Alkohol 10 Stunden unter Riickflu8 auf dem Dampfbad gekocht?’). 
—_ Hierbei geht mit Ausnahme der Knochen alles in Lésung. Nach dem Erkalten 








ee a wurde abfiltriert und der ungeléste Riickstand mehrmals mit heiBem Alkohol 
wurde E) 2usgewaschen. (Wir haben uns in etwa 10 Versuchen davon iiberzeugt, daB 
ndener |= der so behandelte Riickstand kein digitoninfallbares Sterin mehr enthilt.) Das 
lésunr alkoholische Filtrat wurde mit dem Waschalkohol vereinigt und der Alkohol 
R wy : | auf dem Wasserbad weitgehend abgedampft. AnschlieBend wurde mit Wasser 
trium. oe Versetzt und 4mal mit Je 200 ccm Ather im Scheidetrichter ausgeschiittelt. 
> Ent. $1 (Wir haben uns auch hier iiberzeugt, daB das Sterin erschépfend extrahiert 
ran a wird.) Die vereinigten Atherausziige wurden mit 250 ccm Wasser gewaschen, 
er der Eo) dann zur Trockne gedampft, der Riickstand mit heiBem Alkohol aufgenommen 


~ und mit Alkohol auf 200 ccm aufgefiillt. Gelegentlich auftretende geringfiigige 
Triibungen wurden abfiltriert. Die gesamte heiBe alkoholische Lésung wurde 
mit heiBer 1°/,iger Digitoninlésung (in 90°/,igem Alkohol) versetzt, wobei in 
kurzer Zeit das Digitonid ausfallt. Im allgemeinen wurde wieder auf 200 ccm 
eingeengt. Die Menge der zuzusetzenden Digitoninlésung richtet sich nach der 
zu erwartenden Menge des Sterins. Da sich aus unseren Vorversuchen ergab, 
da der Kérpersteringehalt der Mause den Wert von 0,4°/, (bezogen auf das 
Gewicht der Maus unmittelbar nach erfolgter Tétung) nie tiberschritt, legten 


6,205, 








t ent- 
wir diesen Wert der Berechnung der absoluten Sterinmenge jeder Maus zu- 
lurch: grunde. Zur Fallung verwendeten wir stets einen 10°/,igen UberschuB der 
_ theoretisch errechneten Digitoninmenge. In Vorversuchen mit reinem Chole- 
4704 2 sterin stellten wir fest, daB unter diesen Bedingungen die Menge des Digitonids 
' der theoretisch zu erwartenden am nachsten kommt. [Dam **) empfiehlt einen 
enz —  DigitoniniiberschuB von 10—30°/,.] Das ausgefallene Digitonid wurde iiber 
| Nacht stehen gelassen, dann auf einem Glasfiltertiegel abgesaugt, mit ganz 
_ wenig Ather gewaschen, bei 110° getrocknet und gewogen. Zu der so ermittelten 
ail Digitoninmenge ist noch die Menge des in Lésung gebliebenen Digitonids dazu- 
liche zurechnen. Wir haben diesen Wert so festgestellt, da8 wir reines Cholesterin 
| mit Digitonin unter den erwahnten Bedingungen fallten. Die Differenz zwischen 
+ der x gewogener und theoretischer Digitonidmenge stellt die Menge des in der Mutter- 


_~ lauge gelést gebliebenen Digitonids dar; sie betrigt 11,6mg je 100 ccm 
_ =2,8 mg Cholesterin?®), Unter Beriicksichtigung dieses Wertes ergibt sich 
H,0. _ ohne weiteres die wirkliche Digitonidmenge. Wir haben zu Beginn unserer 
| Versuche das abfiltrierte Digitonid mit Alkohol gewaschen, haben das aber 

_ spater unterlassen, weil auch hier die Léslichkeit beriicksichtigt werden muB. 

| Die Léslichkeit im Waschalkohol ist etwas geringer als in der (gesittigten) 


°7) Nach der erwahnten Arbeit von Schénheimer und Breusch 
**. S. 443) wird bei dieser Behandlung Sterin nicht zerstért. 
: °8) Biochem. Z. 194, 177 (1928). 
7 °°) Windaus hat die Léslichkeit zu 16 mg Digitonid je 100 ccm 95°/,- 
_ 'gem Alkohol bei 18° angegeben. Diese Z. 65, 110 (1910). 


97", 
1,0. 





6* 
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Mutterlauge, offenbar wegen der kiirzeren Einwirkungszeit. Sie betrug 9,35 mg 
Cholesterindigitonid — 2,2 mg Cholesterin je 100 cem Waschalkohol. 

Zur Ermittlung der Cholesterinmenge ist die Menge des r een mit 
dem Faktor 0,2392 zu multiplizieren. (Digitonin C,H .0.., M = 1228,79. 
Cholesterin C,,H,,O, M = 386,36. Zur Fallung von 1 g Cholesterin braucht 
man theoretisch 3,1802 g Digitonin.) 

Die Digitonide wurden nach der Methode von Schénheimer und Dam") 
zerlegt. Zu diesem Zweck wird das Digitonid unter Erwarmen in Pyridir 
gelést und nach dem Erkalten mit Ather bis zur vollstandigen Ausfallung des 
Digitonins versetzt. Die abfiltrierte Sterinlésung wird im Vakuum bei etwa 40! 
zur Trockne gedampft und die letzten Pyridinreste werden im Vakuumexsik. 
kator tiber Schwefelséure entfernt. Das rohe Sterin wurde in heiBem Alkohol 
gelést, gegebenenfalls abfiltriert und in einer Kristallisierschale zur Trockne 
gedampft und gewogen. Im allgemeinen stimmten die so auf direktem Wege 
gefundenen Cholesterinmengen mit den aus den Digitoniden errechneten iiberein, 
Die so gewonnenen Sterinfraktionen wurden zur Bestimmung der Jodzall 
(vgl. weiter unten) verwendet. 

2. Bestimmung der Sterine im Kot. Die Abtrennung des Kotes ist 
weiter unten beschrieben. Die Aufarbeitung und anschlieBende Sterinbestin.- 
mung des lufttrocken gepulverten Kotes wurde wie unter 1. durchgefiihrt. 
Bei Kotmengen unter 2 g wurden 50 ccm, bei Kotmengen iiber 2 g 100 ccm 
alkoholische Natronlauge angewandt, bei sehr groBen Kotmengen entsprechend 
mehr. Bei der Ausschiittelung mit Ather wurden 4mal je 150 cem verwendet, 
beim Waschen mit Wasser 100 ccm. Vor dem Digitoninzusatz wurde mit 
Alkohol auf 150 ccm aufgefiillt. 

Soweit es die Digitonidmenge erlaubte, wurde auch hier die Zerlegung 
angeschlossen. In den anderen Fallen wurde die Bestimmung der Jodzall 
mit den Digitoniden selbst vorgenommen, was nach Morio Yasuda*’) zu. 
lassig ist. 

3. Bestimmung der Jodzahldererhaltenen Sterine bzw. Sterin- 
digitonide. Diese Bestimmung erfolgte zur Priifung der Frage, ob den 
erhaltenen Sterinen starker ungesittigte Sterine beigemengt sind. 

Es wurde die von M. Yasuda*!) vorgeschlagene Abanderung des be- 
kannten Verfahrens von Rosenmund und Kuhnhenn*?) benutzt. Dabei 
wird als Lésungsmittel Methylalkohol (eventuell mit Zusatz von Eisessig) ver- 
wendet. Diese Methode soll sowohl fiir einfach ungesiattigte Sterine (Chole- 
sterin) wie fiir mehrfach ungesattigte Sterine (Ergosterin z. B.) gleich gute 
Werte liefern. 

Wir fiihren folgendes Beispiel an: Bei Aufarbeitung der Maus B 3 wurde 
nach Zerlegung des Digitonids Rohsterin erhalten. Davon wurden 32,5 mg 
in 30 cem Methanol unter Zusatz von 6 ccm Eisessig (zur vélligen Lésung) 
und unter schwachem Erwarmen gelést. Dazu wurden 5 ccm des Pyridinsulfat- 
dibromids (etwa 0,1 n.) zugegeben, 5 Minuten stehen gelassen, hierauf mit KJ 
versetzt und mit 0,1 n-Natriumthiosulfat zuriicktitriert. Dieser Wert wird 
von dem Leerwert, der unter denselben Bedingungen ermittelt wird, abgezoget 
und in die Sodzahl umgerechnet. 


40) Diese Z. 215, 59 Saat 
41) J. Biochem. (e.; Jap.) 25, 417 (1937); Chem. Z. 1939, I, 745 
42) Z. Unters. Nahr.- u. GenuBmittel 46, 154 (1923). 
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Die Jodzahlbestimmung von Sterindigitoniden erfolgt genau so. Es ist 
diglich zu bemerken, daS die Auflésung langeres Erhitzen erfordert. Im 
egensatz zur Angabe von Yasuda, daf Digitonin eine geringe, aber konstante 
fenge Halogen verbraucht, stellten wir fest, da8 unser Digitonin geringe, aber 
hwankende Mengen Reagens verbraucht (z. B. 63,9, 32,8, 32,6, 23,3 mg 
igitonin verbrauchten 0,04, 0,06, 0,03, 0,02 com etwa 0,1 n-Reagens. Wenn 

einem Versuch 48 mg Digitonid 0,45 cem verbrauchten, so kann hier der 
itoninfehler maximal etwa 10°/, dieses Wertes ausmachen.) 

In der folgenden Tabelle sind die Jodzahlen der bei der Verarbeitung 
er ganzen Versuchstiere erhaltenen Sterine zusammengefaBt. 


Tabelle 6 


Jodzahlen der Ko6rpersterine 








Jodzahl Tier | Jodzahl i Jodzahl Tier | Jodzahl 


54,0 B 10 55,0 C10 | 62,8 
60,5 11 57,9 11 59,8 
63,3 12 48,2 12 | 64,2 


55,8 18 48,7 18 | 682 
ia 14 65,5 14 | 46,2 
64,6 15 45,5 15 | 43,9 
51,8 16 60,5 16 | 53,2 


50,8 a a 53,9 17 | 66,6 
a 18 | 55,2 18 | 61,2 
































Tabelle 7 


Jodzahlen der Kotsterine 








Jodzahl der Sterine sin Jodzahl der Sterine 
ae ier ; 
Vorperiode | Vers.-periode 
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Die theoretische Jodzahl des Cholesterins betragt 65,7. Die erhalteng 
Werte zeigen, daB im Ko6rpersterin der Versuchsmiuse (soweit es digitoniy 
fallbar ist) starker ungesattigte Sterine nicht in wesentlicher Menge vorhandy 
sein kénnen. 

DaB die erhaltenen Zahlen meist unter dem theoretischen Wert fj 
Cholesterin liegen, mag damit zusammenhangen, daB wir die Rohsterine ye. 
wendet haben, um nicht durch Umkrystallisation weniger oder starker wy, 
gesattigte Sterine zu verlieren. 

In Tab. 6 und 7 sind die Tiere 1—3 und 16—18 Kontrolltiere, dj 
Tiere 4—6 erhielten Stearinsaureester, 7—9 Olsiureester, 10—12 Linolensiure. 
ester und 13—15 sek. Butylalkohol. 

Die vorstehende Tab. 7 bringt die Jodzahlen der aus dem Kot der Ver. 
suchstiere erhaltenen Sterindigitonide, berechnet auf Cholesterin. Fiir sie gilt 
das bei Tab. 6 bereits Gesagte. 


III. Einzelheiten zur Durchfiihrung der Tierversuche 


Die Mause saBen einzeln in dickwandigen GlasgefaBen von 2 Liter Inhalt, 
die mit einem Deckel aus Drahtgeflecht bedeckt waren. Als Lager dienten 
je 20 g gesiebtes Sagemehl. Wasser stand in Trinkpipetten zur Verfiigung, 
die am Deckel aufgehangt waren. Die tagliche Futtermenge betrug 5 g Hafer 
(mit Spelzen). Bei den im Versuch stehenden Tieren wurde morgens nur |g 
Hafer gegeben, dann 2 Stunden spater die zu priifende Substanz mit der 
Schlundsonde eingefiihrt und die restliche Hafermenge anschlieBend gegeben. 

Nach beendeter Vor- bzw. Versuchsperiode wurde der aus Sagemehl, 
Nahrungsresten und Ausscheidungen bestehende Glasinhalt auf der Heizung 
getrocknet und dann auf ein Haarsieb gebracht. Wahrend Kot und Spelzn 
oben zuriickbleiben, fallen die feineren Nahrungsreste und das gesamte Sige. 
mehl durch. Der Kot wurde von den Spelzen durch Auslesen mit der Pinzette 
abgetrennt, gewogen und der Sterinbestimmung zugefiihrt (vgl. S. 84). Die 
Spelzen (a) sowie das durch das Sieb durchgefallene Material (b) wurden eben: 
falls gewogen. Die Summe dieser beiden Gewichte (a + b) ergibt nach Abzy 
von 20 g (Sagemehl) das Gewicht der in der Vor- bzw. Versuchsperiode nicht 
verzehrten Nahrungsreste (a + 6 — 20). Die wahrend der betreffenden Period 
insgesamt verfiitterte Hafermenge ist um den eben errechneten Betrag 1 
vermindern, um die tatsachlich aufgenommene Hafermenge zu ermitteln, die 
in den Tabellen angefiihrt ist. 

Der Steringehalt des entspelzten Hafers ergab sich nach unseren Ver 
suchen zu 17,4 mg in 100 g. 

Zur Schlundsondierung wurde eine 1 ccm-Tuberkulinspritze verwendet, 
wobei die Sonde (ein diinner Katheter) auf die Injektionsnadel aufgesetzt wurde. 
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